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INTRODUCTION 
TCR/CD3 (αβTCRand γδTCR) complexes are members of a family of modular 
biosensors that are responsible for driving T-cell development, activation, and effector 
functions. They inform essential checkpoint decisions by relaying key information from 
their ligand-binding modules (TCR chains) to their signaling modules (CD3γε, CD3δε 
and CD3ζζ) and onto the intracellular signaling apparatus. Their actions shape the T-cell 
repertoire, as well as T-cell-mediated immunity; yet, the mechanisms that underlie their 
activity are still to be precisely determined. As with any molecular machine, 
understanding how they function depends critically on dissecting how their parts fit and 
work together.  
T-cell receptor immunodeficiencies (TCRID) are low-prevalence autosomal 
recessive diseases characterized by impaired surface TCR expression, frequently 
associated with peripheral blood T lymphocytopenia, severe combined ID (SCID) and 
(or) autoimmune symptoms, but not associated with B or natural killer (NK) 
lymphocytopenia.  Several CD3, CD247, and TCR deficiencies have been described 
which can be classified as complete or partial according to the absence or presence of 
residual levels of the affected protein. Although rare and sometimes based on single 
cases, TCRID offer rich information about the underpinnings of human TCR structure 
and function, which in turn impact our understanding of T-cell development and 
function.  
The study of mice with mutations in the genes encoding invariant and variables 
TCR subunits allowed characterization of the role of each chain during intrathymic 
development, and its comparison with human patients. This analysis suggests that, in 
many aspects, the requirements of such chains are different in each species. 
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TCRID have been extensively studied. In comparison, little attention has been 
paid to the effect of haploinsufficiency (heterozigosity) of genes encoding TCR 
components in T-cell development and function. Although they do not apparently have 
clinically relevant disease, CD3 haploinsufficient individuals may have T cells with 
phenotypic and functional features that have not been studied so far, and that could be 
of help for the characterization of specific and overlapping roles of CD3 proteins, and of 
value for the identification of carriers of CD3 mutations and for counselling for the 
prevention of full immunodeficiency. 
 
HYPOTHESIS 
The haploinsufficiency of CD3 genes, and not only their absolute deficiency, 
have an impact on the expression and function of the TCR/CD3 antigen receptor 
complex. 
OBJECTIVES 
 We aimed at studying the consequences of CD3 (CD3 and CD3) 
haploinsufficiency in the expression and function of the TCR/CD3 complex of humans 
and mice, and their relevance to T-cell development and function. 
METHODS 
After obtaining informed consent, we studied healthy heterozygous carriers of 
mutations in CD3γ (γ+/−) of Spanish or Turkish descent and healthy heterozygous 
carriers of mutations in CD3δ (δ+/−, δ+/leaky) of Japanese or Mennonite descent. 
Normal donors (termed+/+) were used as controls. PBL were isolated using standard 
protocols widely described in the literature.  Another model used was human cell lines 
transformed with herpesvirus saimiri (HVS) or HTLV-1. 
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In the case of mice models, C57BL/6 mice (+/+) were used as controls. Knock 
out (KO) mice for the different CD3 genes were kindly provided by Dr. D. Kappes and 
by Dr. I. Luescher. In particular, the heterozygous mice were obtained by crossing 
females +/+ with CD3 KO males or with CD3 KO males. Mice were sacrificed 
following animal welfare standards, and peripheral blood, thymus, spleen and lymph 
nodes were extracted. All these samples were processed using standard protocols. 
Phenotypical analyses were performed by extracellular and intracellular staining 
which were analyzed by multicolor flow cytometry. In the case of functional assays, 
cells were previously activated with anti-CD3 antibodies, PHA or ConA. 
 The assessment of the induction of early activation markers, cytokines, cell 
proliferation or calcium fluxes was performed according to standard protocols 
extensively described in the literature. 
RESULTS AND DISCUSSION 
First of all, intracellular staining results showed that CD3 haploinsufficiency 
was associated with a reduction in the intracellular expression of this TCR component 
in both human and mouse T lymphocytes. On the other hand, the haploinsufficiency 
defect was also reflected in the surface expression of the TCR in both species. In the 
case of humans, there was also a discordant reduction of surface αβ and γδ TCR 
expression in CD3γ+/− but not CD3δ+/− T lymphocytes. This discordant reduction 
between T-cell lineages was not observed in mice. 
The effect of CD3 haploinsufficiency on development of T cells was analyzed 
by studying the absolute number of these cells in the periphery. In humans, it was 
observed that in the case of / or / individuals, the absolute number of both total and 
T-lymphocyte subpopulations was significantly reduced compared to normal controls. 
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Despite this reduction, these numbers were within the normal range. In contrast, CD3 
haploinsufficiency in mice did not correlate witha decrease in absolute numbers of T 
lymphocytes. 
In a normal situation, CD4
+ 
T lymphocytes are twice more abundant than CD8
+ 
T lymphocytes. Curiously, this CD4
+
/CD8
+
 ratio was significantly reduced in CD3 
mice, and more prominently in the CD3 haploinsufficiency than in CD3 
haploinsufficiency. In contrast, human T cells exhibited an opposite trend, with both 
CD3 haploinsufficiencies causing an increase in the CD4

/CD8
 
ratio. In mice, the 
decreased CD4
+
/CD8
+
 ratio was due to an increased frequency of CD8
+ 
T cells. In 
humans, in contrast, the ratio was increased because CD8
+ 
T cells were reduced. 
Different activation and functional markers were affected by CD3 and, to a 
lesser extent, by CD3 haploinsufficiency in both humans and mouse; including CD69 
induction and cellular proliferation. Other functions such as Th1 cytokine production or 
intracellular calcium fluxes were also affected in human CD3haploinsufficient 
individuals. 
 
CONCLUSIONS 
In this Thesis we have demonstrated that haploinsufficiency of CD3 has an 
impact on the expression of TCR in both humans and mice. From the results obtained, it 
can be concluded that the haploinsufficiency of CD3 has a greater impact than that of 
CD3 in TCR expression on the surface of human and mouse T cells. Moreover, the 
impact of CD3 haploinsufficiency on TCR expression depends on the type of TCR. This 
suggests the existence of distinct structural constraints for the assembly, stabilization, 
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and expression of the TCR versus the TCR. In regard to this, we propose a model 
of human TCR assembly which unify previous data and models. 
Finally, CD3 and, to a lesser extent, CD3haploinsufficiency has a not 
anticipated impact in T-cell development and activation in both humans and mice. Yet, 
the mechanisms underlying the impact of CD3 haploinsufficiency in TCR function 
remain to be precisely determined. 
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Las inmunodeficiencias humanas del receptor de antígeno de los linfocitos T 
(TCR) son enfermedades autosómicas recesivas con baja prevalencia, caracterizadas por 
un defecto de expresión del TCR asociado a una linfopenia T selectiva. La ausencia 
congénita de componentes del TCR tiene un impacto diferencial en el desarrollo y 
función de los linfocitos T, que depende de la cadena del TCR afectada y de la especie, 
siendo en algunos casos diferente en los pacientes humanos en comparación con los 
modelos en ratones. 
Las inmunodeficiencias del TCR han sido ampliamente estudiadas, en 
particular las de las sub-unidades CD3 del complejo receptor. En contraste, hasta ahora 
es muy poca la atención que se le ha prestado a los potenciales efectos de la 
haploinsuficiencia de componentes del TCR en el desarrollo, fenotipo y función de los 
linfocitos T. Esto es debido en gran parte al hecho de que los individuos 
haploinsuficientes (portadores de mutaciones nulas en heterocigosis) no presentan 
alteraciones obvias de la inmunidad mediada por células T o signos de enfermedad. 
En este trabajo se analiza por primera vez, en humanos y modelos de ratones, 
el impacto de la haploinsuficiencia de CD3 y CD3 en la expresión y funcionalidad del 
TCR, y su potencial relevancia en el desarrollo y función de los linfocitos T. Los 
resultados indican que la haploinsuficiencia de CD3 y, en menor medida, la de 
CD3causa una disminución en la expresión del TCR en la superficie de las células 
T y T, y provoca alteraciones claras en el desarrollo y función de los linfocitos 
T en ambas especies. 
Por lo tanto, la haploinsuficiencia de CD3 tiene un impacto en la biología de 
los linfocitos T, que aunque siendo menos marcado que el de la deficiencia absoluta, 
puede ser relevante para la comprensión de las funciones específicas y redundantes de 
las cadenas CD3 como componentes del TCR en las células T y T, y para la 
identificación de individuos portadores de mutación en los casos de inmunodeficiencias 
humanas. 
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I.1 EL LINFOCITO T 
 
I.1.1 Naturaleza  
 
Los linfocitos T constituyen un grupo heterogéneo de células que desempeñan una 
función crítica en la respuesta inmunitaria adaptativa. El 25% de los leucocitos de sangre 
periférica son células T y se caracterizan  por la presencia en su membrana plasmática de un 
complejo multiproteíco denominado receptor de antígeno de la célula T (complejo TCR/CD3).  
Los linfocitos T son células de origen tímico. 
 
Este tipo celular es capaz de reconocer fragmentos de péptidos presentados por las 
células presentadoras profesionales (APC) o por células dianas en el contexto de las moléculas 
de MHC propias (Fremont et al., 1996). La identificación y caracterización de las moléculas que 
intervienen en las distintas fases de este proceso ha aumentado nuestro entendimiento de cómo 
el linfocito T traduce las señales percibidas en la membrana en respuestas eficaces y específicas. 
Entre ellas destacan la proliferación, apoptosis, producción de citocinas o tolerancia frente a 
determinados  antígenos. Sabemos más acerca de las principales moléculas que interaccionan en 
la membrana del linfocito T y de la célula presentadora de antígeno, así como de los diversos 
eslabones moleculares que se enlazan a nivel intracelular para elaborar una respuesta coordinada 
hasta el núcleo. Conocemos parte del lenguaje bioquímico que emplea la célula, como pueden 
ser la fosforilación y defosforilación en resíduos de tirosina, serina o treonina de diversos 
sustratos que permite responder a los estímulos externos. Este conjunto de conocimientos ha 
creado una plataforma muy sólida para el estudio de la disfunción celular linfocitaria que 
subyace a estados patológicos tan diversos como  la vigilancia contra el cáncer, la 
susceptibilidad a infecciones, la autoinmunidad o las inmunodeficiencias. 
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I.1.2 Clasificación 
 
Las células T están compuestas por dos sub-poblaciones distintas. La población 
mayoritaria (90-95%) corresponde a linfocitos T (Brenner et al., 1986) y la minoritaria (1-
10%), a la par que peor caracterizada, a los T (Li et al., 1998). En la sub-población T se 
distinguen las células pertenecientes al linaje CD4 y las pertenecientes al linaje CD8. Los 
linfocitos T CD4 actúan como coordinadores de la respuesta inmunitaria, controlando la acción 
de otros linfocitos y de los macrófagos. En base a sus funciones, su patrón de citocinas y la 
expresión de factores de transcripción específicos las células CD4 o Th (“T helper”) se 
diferencian en al menos cuatro grandes sub-poblaciones: Th1, Th2, Th17 y células T 
reguladoras (Treg) (Zhu et al., 2009; Zhu et al., 2010). Por su parte los linfocitos T CD8 (T 
citotóxicos o Tc) son responsables, entre otras funciones, de la destrucción de células infectadas 
y tumorales (Fig. I.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I.1. Clasificación de los linfocitos T. Diagrama de los distintos tipos de linfocitos T 
que se pueden encontrar en un mamífero. 
 
El reconocimiento de antígeno llevado a cabo por ambas sub-poblaciones celulares 
también es diferente, ya que cuando el antígeno es presentado por moléculas MHC de clase II es 
el linfocito Th el que actúa, mientras que el Tc hace lo propio en el entorno de las moléculas 
pre-T
T
T
Tc 
CD8
CD4
Th
Treg
Th-1
Th-2
Th-17
Introducción 
 
- 5 - 
 
MHC de clase I (von Boehmer et al., 1989). Por el contrario, en el caso de los linfocitos T el 
reconocimiento antigénico es muy heterogéneo: algunos reconocen antígenos restringidos por 
moléculas MHC clásicas, otros por no clásicas y otros se unen directamente al antígeno (Das et 
al., 2001). 
 
I.2 EL RECEPTOR DE ANTÍGENO DE LA CÉLULA T 
  
 El repertorio útil de células T de un individuo es el resultado de un proceso estocástico 
de generación celular, seguido de un proceso de selección en el que se eliminan la mayoría de 
las células producidas. Este mecanismo incluye selección positiva y negativa y garantiza la 
adecuación de los linfocitos T para constituir la principal barrera de la inmunidad adaptativa 
(Steele et al., 1993; Nossal, 1994). Todo este proceso de selección no es más que una 
comprobación sobre cómo es y cómo funciona el receptor de antígeno de la célula T (TCR) 
expresado en la membrana de los linfocitos T en desarrollo. Por esta razón, un buen 
conocimiento de la composición, organización y función de esta macro-estructura es necesario 
para comprender la fisiopatología de la respuesta inmunitaria adaptativa. 
  
 El complejo TCR está compuesto por dos módulos estructural y funcionalmente 
diferenciados, unidos por interacciones no covalentes (Wegener et al., 1992; Fig. I.2). El primer 
módulo es el denominado TCR (del inglés T Cell Receptor), un heterodímero de dos cadenas 
variables que están glicosiladas y que se unen entre sí por un puente disulfuro. El segundo 
módulo se denomina genéricamente CD3 y se compone de una serie de proteínas invariantes 
asociadas entre si de forma no covalente, excepto  (Reinherz et al., 1982, Clevers et al., 1988, 
Wucherpfennig et al., 2010). 
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 Fig. I.2. Esquema simplificado de la composición del complejo TCR/CD3 en la 
superficie del linfocito T. Las moléculas de histocompatibilidad presentan el antígeno que 
interacciona con TCR y TCR, permitiendo que las cadenas CD3 (CD3, CD3, CD3 y 
CD3) transmitan señales al interior celular. 
 
I.2.1 Las cadenas variables del TCR 
  
La función del módulo TCR es el reconocimiento clonotípico de antígenos debido a su 
gran variabilidad. La mayoría de las células expresan un TCRβ compuesto por las cadenas 
variables  y β que típicamente reconocen péptidos unidos al MHC de una célula presentadora 
de antígeno (APC). Un pequeño porcentaje de células T expresan el TCRδ, constituido por 
cadenas TCR  y δ. Estas cadenas son muy heterogéneas desde el punto de vista antigénico, ya 
que se unen directamente a glicoproteínas derivadas de patógenos o a moléculas de 
histocompatibilidad no clásicas (Chien et al., 1996; Das et al., 2001; Adams et al., 2005). 
 
A pesar de la diferencia entre TCR y TCR en las secuencias de sus regiones 
variables, su estructura génica y proteica es muy similar entre sí. Se trata de proteínas de 
membrana de tipo I con cinco segmentos bien definidos: un dominio variable extracelular, 
codificado por los segmentos V, (D) y J que son reordenados clonotípicamente; un dominio 
constante extracelular codificado por el segmento génico constante C; un segmento conector; un 
dominio transmembranal y un dominio intracelular muy corto. El dominio constante de las 


γ
 
 
Dominio ITAM
Receptor clonotípico
TCRβ
Dímeros CD3
Membrana plasmática
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cadenas β, δ y  adopta una estructura estándar equivalente a la de las inmunoglobulinas (Igs) 
(García et al., 1996, Adams et al., 2005). Esta estructura no la posee la región constante de la 
cadena  (C)  ya que carece de la estructura en banda beta plegada necesaria (Borst et al., 
1993, Rowen et al., 1996) 
 
Cadena 
del TCR 
Cromosoma 
Peso 
molecular 
(kD) 
Puentes de  
Azufre
1 
Regiones 
variables  Sitios potenciales 
de N glicosilación 
Intra Inter V D J 
 14q11-q12 45-60 2 1 con β 100 0 50 6 
β 7q35 40-50 2 1 con  25 2 12 2 
 7p14 45-60 2 
0 ó 1  con 
δ 
7 0 3 4 
δ 14q11-12 40-60 2 
0 ó 1  con 
 
10 2 2 2 
 
Tabla I.1. Información genérica sobre las cadenas del TCR en humanos.  
1
Intra: 
intracatenarios, Inter.: intercatenarios. Datos tomados de Clevers et al., 1988 y Kabelitz et 
al., 1999. 
  
Las regiones V, J y D (en su caso) de ambas cadenas  y  (o  y ) se unen de 
modo simultáneo el péptido antigénico y la molécula MHC que lo presenta. El hecho de 
que estas cadenas puedan unir una inmensa variedad de antígenos se debe a 
reordenamientos clonales que sufren los genes V, (D) y J durante la ontogenia (Davis et al., 
1990). Esto permite la generación potencial de entre 10
17
-10
20 
tipos diferentes de receptores 
en un individuo concreto (Weiss, 1990). En la práctica, la diversidad real se estima muy 
inferior, en el entorno de 25x10
6
 (Arstila et al., 1999). Los fragmentos génicos constantes 
(C) codifican tanto los dominios de anclaje a la membrana, ricos en residuos hidrofóbicos, 
como los dominios intracelulares (5 a 12 aminoácidos). Estos últimos son pequeñas 
regiones incapaces de acoplar la señal generada por la unión del antígeno con la maquinaria 
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intracelular encargada de la transducción de señales. Para desempeñar esta función es 
necesaria la presencia de las cadenas invariantes CD3.  
 
I.2.2 Las cadenas invariantes CD3 
 
El módulo CD3 es un conjunto de proteínas invariables constituido por las cadenas 
CD3, CD3, CD3 y  (o CD247). Tiene dos funciones principales, la transducción de 
señales de reconocimiento antigénico al interior celular y la regulación de los niveles de 
expresión del complejo en la superficie (Ashwell y Klausner, 1990). Las cadenas CD3, 
CD3 (Krissansen et al., 1986) y CD3 (Borst et al., 1985) pertenecen a la superfamilia de 
las inmunoglobulinas y son codificadas por genes próximos entre si, localizados en 
humanos en el cromosoma 11 (Tunnacliffe et al., 1987).  La cadena  cuyo gen se localiza 
en el cromosoma 1q22 (Baniyash et al., 1989), se asocia al complejo TCR en el 90% de los 
casos en forma de homodímero , o bien en menor proporción como heterodímero con 
otras cadenas de su misma familia (cadena ŋ -derivada de un procesamiento alternativo en 
el ARNm de la cadena ; Clayton et al., 1991- o la cadena  del receptor FcRI; Baniyash 
et al., 1988; Orloff et al., 1990). Su secuencia no es similar a la de las otras cadenas CD3, 
pero si a la de la cadena  que forma parte del receptor FcRI y se puede asociar a otras 
proteínas además de al TCR, por ejemplo, al receptor para el fragmento Fc de la IgG en 
células NK (FcRIII), siempre con la transmisión de señal como función primordial.   
 
Las cadenas CD3 determinarán, en última instancia, la maduración/apoptosis de la 
célula T en el timo y la activación o anergia/apoptosis en la periferia (Malissen et al., 1999). 
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Tabla I.2. Información genérica sobre las cadenas CD3 en humanos. 
1
Intra: 
intracatenarios, Inter.: intercatenarios. Datos tomados de Clevers et al. 1988. 
 
Las cadenas CD3 poseen una serie de características importantes en función de su 
estructura y dominios (Fig. I.3). En humanos, dichas características son las siguientes: 
 
1. Región extracelular (EC): las cadenas CD3, , y  presentan un dominio tipo 
inmunoglobulina, de 89, 79 y 104 aminoácidos, respectivamente, seguido de un segmento de 
conexión. La cadena , por su parte posee un dominio extracelular de tan sólo 9 aminoácidos 
entre los que se encuentra una cisteína. Este residuo es el responsable de la 
homo/heterodimerización de la cadena ζ. 
 
2. Región transmembrana (TM): es la porción mejor conservada y más corta de todas. 
Se compone de aminoácidos cargados negativamente que interaccionan con las cargas 
positivas de las cadenas TCR. Estas uniones electrostáticas entre las cadenas TCR y las 
cadenas del CD3 son necesarias para el correcto ensamblaje del complejo (Cosson et al., 1991, 
Call y Wucherfening, 2004
a,b
). 
 
3. Región intracelular (IC): región fundamental para el desempeño del papel que juega 
el complejo TCR/CD3 como transmisor de señales al interior celular. A diferencia del módulo 
Cadena  Cromosoma 
Peso 
molecular 
(kD) 
Puentes de  
Azufre
1 
Dominios 
ITAM 
 Sitios potenciales 
de N glicosilación 
Intra Inter 
CD3 11q23 25-28 1 0 1 2 
CD3δ 11q23 20 1 0 1 2 
CD3ε 11q23 20 1 0 1 0 
CD247 (ζ) 1q22-q23 16 0 1  con ζ 3 0 
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TCR, esta región posee un gran tamaño (44 aminoácidos en CD3, 55 en CD3 y 113 en 
CD3), y contiene diferentes secuencias que sirven como diana de proteínas reguladoras 
(Klausner et al., 1990; Exley et al., 1991; Dietrich et al., 1994; Dave et al., 1997; Marie-
Cardine y Schraven, 1999; Kane et al., 2000, Brodeur et al., 2009). 
 
 Las secuencias reguladoras de la señalización más importantes son las denominadas 
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). Estas secuencias se encuentran en el 
tallo citoplasmático de todas las cadenas CD3 y están muy conservadas. Poseen dos residuos de 
tirosina (Y), separados entre si por unos dieciocho aminoácidos que son blanco de 
fosforilaciones por parte de las quinasas asociadas al receptor (Latour, 2001). La secuencia 
canónica de los ITAM es: ...Yxxx[L/I]x7-11Yxx[L/I]... (Reth et al., 1992;Weiss y Littman, 1994). 
Cada cadena CD3 contiene un motivo ITAM, excepto  que contiene tres, de modo que en un 
complejo TCR/CD3 de estequiometría (TCRCD32) existen 10 secuencias de este tipo 
(Love et al., 2000; Alarcón et al., 2003). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I.3.  Dominios de las cadenas CD3 y CD247.  
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Tal y como se ha explicado, y como muestra la figura anterior, hay distintas cadenas 
CD3 parecidas entre sí formando parte de un mismo receptor. Durante los últimos años la 
multiplicidad de cadenas CD3 ha sido ampliamente estudiada, llegándose a proponer dos teorías 
contrapuestas que la explican: la redundancia de funciones y la especificidad de funciones. A 
continuación trataremos de explicarlas brevemente: 
 
1. Función redundante de las cadenas CD3: este modelo supone que todas las cadenas 
que forman el complejo TCR/CD3 participan de manera equitativa en el desarrollo de  las 
funciones que de él dependen, de modo que la existencia de las cuatro moléculas CD3 sería una 
forma de amplificar la débil señal original de reconocimiento antigénico. De esta forma, las 
secuencias ITAM,  idénticas en todas las cadenas CD3, funcionan como un sistema de 
amplificación de la señal ya que al trimerizar los ITAMs se consigue una señal más potente que 
la obtenida con uno solo (Irving et al., 1993). Esta superposición de funciones haría superflua la 
participación de todos los ITAMs, pudiéndose prescindir de algunos para superar correctamente 
el desarrollo y la selección, como es el caso de los de la cadena ζ (Shores et al., 1994; Ardouin et 
al., 1999 y van Oers et al., 2000). Otros datos experimentales que avalan esta teoría provienen 
de las secuencias ITAMs aisladas a partir de CD3 y CD3, las cuales al ser expresadas en 
quimeras con receptores que carecen de los otros componentes de CD3 son suficientes para 
transducir señales de activación (Irving et al., 1991; Letourneur et al., 1992
a,b
; Eshhar et al., 
1993) o quimeras de CD3 que con los ITAMS de CD3 son capaces de recuperar la 
timopoyesis en ratones RAG

 (Shinkai et al., 1995). Más datos en la misma dirección son los 
derivados de sustituir CD3 por una cadena  truncada, (carente del tallo citoplásmico, es decir 
sin ITAMs), el complejo resultante sigue siendo capaz de señalizar, indicando que la función 
puede ser suplida por otras moléculas CD3 (Wegener et al., 1992). Por otro lado, se ha descrito 
que las secuencias ITAM de las cadenas CD3 funcionan mediante interacción directa con 
dominios SH2 (Hatada et al., 1995) de proteínas señalizadoras (ej. PI3K, Shc o ZAP70), y se ha 
demostrado que hay solapamiento de unión a los diferentes ITAM. De este modo, ZAP70 puede 
unirse por ejemplo a ITAM de CD3 y de CD3 (Chan et al., 1992; Strauss y Weiss, 1993). Sin 
embargo, el hecho de que estas secuencias ITAM presenten tanta diversidad en sus regiones de 
unión a dominios SH2, así como el hecho de que las afinidades entre los distintos ITAM y las 
respectivas quinasas antes mencionadas sean tan diferentes (Ravichandran et al., 1993; Exley et 
al.,  1994; Isakov et al., 1995) deja abierta la puerta a otras explicaciones. 
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2. Función especializada de las cadenas CD3: con este modelo se propone que cada 
una de las cadenas CD3 está encargada de transmitir señales específicas. Un ejemplo reciente 
que sostiene esta teoría lo encontramos en el exhaustivo estudio de la porción intracelular de 
CD3ε, realizado en ratón por Brodeur y col. (2009). En él se describe un papel específico para la 
porción intracelular de esta cadena durante el desarrollo (transición de DN a DP) que además no 
puede ser reemplazado por los tallos intracitoplásmáticos de CD3 o de CD3δ, lo que podría 
confirmar la existencia de una función diferencial de la porción intracelular de CD3ε con 
respecto al resto de cadenas CD3. 
 
 En definitiva, la existencia de ambos modelos no tiene que ser necesariamente 
excluyente ya que para algunas vías señalizadoras las cadenas CD3 parecen actuar de forma 
redundante, mientras que para otras cada una de ellas resulta desempeñar un rol específico. La 
validez de cada modelo dependería, entre otras cosas, de la avidez del TCR por el antígeno, del 
estado de diferenciación de la célula T o incluso del medio ambiente en el que esté dicha célula 
(Pitcher et al., 2003). 
  
I.2.3 Estequiometría y ensamblaje del complejo 
 
La estequiometría mínima del TCR ha sido ampliamente estudiada en los últimos años, 
llegándose a la conclusión de que la más probable para el TCRαβ/CD3 es αβ/εδεγζζ. La síntesis 
de todos los elementos del TCR se realiza de forma simultánea en la célula. Sin embargo su 
posterior ensamblaje en el RE sigue un patrón ordenado y secuencial. Así, se ha descrito que los 
dímeros del complejo CD3 se van uniendo uno a uno al TCR previamente dimerizado, en el 
orden δε, ε y ζζ respectivamente (Call y Wucherpfening, 2004a) a través de interacciones 
polares transmembranales. De tal forma que en el caso del linaje T, a las cadenas clonotípicas 
TCR se le adicionan los heterodímeros CD3 y CD3 previamente formados por unión no 
covalente de sus respectivos dominios extracelulares (Koning et al., 1990; Manolios et al., 1990; 
Dietrich et al., 1996). El paso final es la asociación con las cadenas (2) (Call, 2006) y la 
exportación a membrana de la estructura TRCCD32 completa (Ohashi et al., 1985; Saito 
et al., 1987; Weissman et al., 1989; Blumberg et al., 1990; Carson et al., 1991).   
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Si analizamos con detalle las “pautas” de interacción que restringen la composición final 
del complejo, se pone de manifiesto la existencia de tres interacciones directrices (Fig. I.4). La 
primera de ellas es una interacción directa exclusiva de la cadena TCR (cargas positivas, Arg y 
Lys), con las cadenas CD3, CD3 (residuos de carga negativa) en la zona transmembranal 
(TM) (John et al.,  1989; Blumberg et al.,  1990; Cosson et al., 1991; Call et al.,  2002; Arnett et 
al., 2004). La segunda, es de nuevo otra interacción directa de la cadena TCR (residuo de carga 
positiva, Lys) con un residuo de carga negativa de un aminoácido de la zona transmembranal de 
la cadena CD3 (Morley et al., 1988; Alcover et al., 1990) o bien mediante contactos 
extracelulares con las cadenas CD3 o CD3 (Manolios et al., 1994; Call et al., 2002). En último 
lugar para la asociación estable y correcta de la cadena , se necesitan residuos cercanos a la 
membrana tanto en su pequeña zona extracelular (Bolliger et al., 1997; Johanson et al., 1999), 
como en los dominios extracelulares de las cadenas TCR y TCR (Geisler et al., 1992; Caspar-
Bauguil et al., 1994; Backstrom et al., 1996). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I.4. Ensamblaje de los dímeros que componen el TCRβ. Se representan los 
residuos transmembranales necesarios para las interacciones polares entre los dímeros (K: 
lisina, D: aspártico, E: glutámico). Adaptado de Call y Wucherpfening, 2004.  
 
Ohashi y col. en 1985 describieron la necesidad de participación de todas las cadenas 
para la expresión del TCR/CD3 en membrana. Sin embargo, en estudios con células no T como 
Hela o 3T3 se ha observado que es posible la expresión en membrana de complejos sin CD3 o 
CD3 (Fig. I.5). De esto se deduce que todas las cadenas no son igualmente necesarias para el 
+ + + =
 β
δ ε ε
TCRβ CD3δε CD3ε ζζ TCR/CD3
δ
ε ε

 β
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correcto ensamblaje y expresión del complejo TCR/CD3 en membrana, si bien la falta de CD3ε, 
CD3ζ, TCR o TCR compromete de manera definitiva la síntesis y ensamblaje del mismo 
tanto en humanos (Kappes y Tonegawa, 1991) como en ratón (Szymczak et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I.5. Experimentos de transfección de genes TCR/CD3 en células no T.  Ensayos 
en células 293T que demuestran que sólo en ausencia de CD3 y CD3δ se sigue detectando la 
expresión del complejo TCR/CD3 en la membrana celular. Adaptado de Szymczak et al., 2004. 
 
 Este hecho también se ha observado en los propios linfocitos T de humanos y de ratón 
cuando carecen de alguna de estas cadenas (Arnáiz-Villena et al., 1992; Dave et al., 1997; Haks 
et al., 1998). Así, en la figura I.6 se indican las posibles estequiometrías de los complejos 
incompletos en los que la cadena ausente puede ser sustituida por otra.   
-TCRβ -CD3 -ε
-ζ-δ-
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 Fig. I.6. Desarrollo del linaje T, para humano y ratón, en diferentes deficiencias de 
CD3. Estequiometría propuesta para el TCR en condiciones normales y en ausencia de 
distintas cadenas CD3 (arriba), y efectos diferenciales observados en el desarrollo linfoide T en 
humanos versus ratón (abajo).  Tomada de Pérez-Flores et al., 2006. 
 
Si analizamos la estequiometría del complejo TCR/CD3 (Fig. I.7), lo primero que hay 
que destacar es que este complejo carece en ratón de la cadena CD3, y tiene la estequiometría 
/εεζζ, aunque una de las cadenas CD3 presenta glicosilación diferencial, sobre todo tras la 
activación, que la acerca al peso aparente de CD3 (Hayes y Love, 2006). Esto permite explicar 
por qué el TCR y el desarrollo de los linfocitos T no se ven afectados en ratones / (Hayes y 
Love, 2002). Aunque en ese momento se propuso una estructura similar para el TCR/CD3 
humano, recientemente se ha demostrado que ésta es similar a la del TCR/CD3 (Siegers et 
al., 2007). Dicha afirmación la avalan datos obtenidos del estudio de las deficiencias de CD3 en 
humanos. Los individuos deficientes de CD3 carecen de linfocitos T (Dadi et al., 2003), 
mientras que los deficientes de CD3 presentan números casi normales, que además conservan 
mejor la expresión del complejo que los linfocitos T (Siegers et al., 2007). Además, la cadena 
TCR humana, como ocurre con TCR, puede asociarse a los dímeros CD3εo ε (Alibaud et 
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al., 2001). Todos estos datos apoyan la estequiometría /εεζζ para las células T humanas, 
parecida por tanto a la ya descrita para los linfocitos T humanos. 
 
 
Fig. I.7. Estequiometría propuesta para el TCRδ en condiciones normales y en 
ausencia de distintas cadenas CD3. Tomado de Pérez-Flores et al., 2006. 
 
Hasta el momento hemos visto el TCR desde el prisma del modelo monovalente, sin 
embargo existe una alternativa a éste, con menos defensores; se trata del modelo de doble 
receptor clonítipico (Fig. I.8), basado en que las cadenas del TCR podrían interaccionar 
indistintamente con las subunidades CD3εγ y CD3εδ, lo que favorece la conformación de un 
receptor con estequiometría (αβ)2εδεγζζ (Exley  et al., 1995; San Jose  et al., 1998; Fernandez-
Miguel  et al., 1999).  
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Fig. I.8. Modelo del doble receptor clonotípico para el complejo TCR/CD3. A.  Modelo 
alternativo de ensamblaje en el que la asociación indistinta de las cadenas CD3εδ y ε con las 
cadenas TCR y TCRβ permitiría la construcción de un complejo con dos heterodímeros 
TCRβ. B. Esquema simplificado de un TCR bivalente en la membrana plasmática. 
 
 
I.2.4 Expresión y topología 
 
Para la expresión del complejo TCR/CD3 en la superficie celular es necesaria su 
exportación a la membrana plasmática. Para ello, en primer lugar, tienen una función crucial las 
chaperonas que pliegan correctamente las cadenas del complejo (Alarcón et al., 1988; 
Bonifacino et al., 1988; Davis y Chien., 1993) y enmascaran las señales de retención en el RE de 
las cadenas sintetizadas “de novo”, favoreciendo así su paso al aparato de Golgi 
(Mallabiabarrena et al., 1992). Una vez liberado, el complejo completo continúa su ruta de 
maduración,  modificando su glicosilación, por ejemplo, desde el RE al aparato de Golgi. Una 
vez allí es transportado en vesículas hasta alcanzar la membrana plasmática. La expresión del 
complejo en la superficie requiere la fusión de las vesículas con la membrana plasmática y la 
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exocitosis de su contenido al exterior (Sussman et al., 1988; Hall et al., 1991), donde sólo las 
sub-unidades correctamente ensambladas (alrededor del 10% de las sintetizadas) alcanzarán su 
objetivo. Durante la construcción del complejo debe haber un exceso de cadenas, si bien ni todas 
son empleadas (algunas quedan retenidas en el RE y degradadas (Minami et al.,  1987; 
Bonifacino et al., 1989), ni todas las ensambladas lo están de forma correcta (son desviadas en 
última instancia hacia lisosomas para su degradación; Aoe et al., 1993). Una correcta asociación 
del complejo TCR/CD3 en el retículo endoplásmico es indispensable para su correcta expresión 
en la superficie celular. Cuando esto no ocurre el receptor queda retenido en el RE y es 
degradado (Chen et al., 1988), asegurándose así que el receptor que sale a la superficie está 
correctamente plegado. 
 
Una vez alcanzada la membrana plasmática, los complejos TCR/CD3 se pueden disponer 
en forma monovalente o bien formando agregados de TCR multivalentes en los que hay de 10 a 
20 complejos (Schamel et al, 2005; Waters et al 2006). La multivalencia, como ocurre con las 
inmunoglobulinas, permite que la avidez entre la interacción TCR/antígeno sea mucho mayor 
que lo esperado a tenor de la escasa afinidad monovalente (Schamel et al., 2006). La 
multivalencia tiene además otra ventaja, que es la capacidad de amplificar la pequeña señal de 
activación inicial mediante un  mecanismo (hipotético) por el cual los TCR de un mismo nano-
agregado verían facilitada su participación en la señalización al estar cerca de los que reconocen 
el antígeno, simplemente por su afinidad intrínseca por MHC. Para ello el ligando debe ser 
también multivalente, lo cual parece posible en el caso del MHC (Vogt  et al., 2002). En este 
modelo, los TCR monovalentes sólo serían activados a altas concentraciones de antígeno, de 
manera que tendrían un papel en la inducción de la respuesta inmunitaria únicamente cuando la 
activación de los receptores multivalentes estuviera saturada, y explicaría el enorme rango de 
capacidad de respuesta de los linfocitos T indicado anteriormente. Este sería el caso del 
reconocimiento de autoantígenos en las enfermedades autoinmunitarias, lo que sugiere posibles 
aplicaciones terapéuticas. 
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I.2.5 Regulación 
 
Una vez que el receptor se encuentra en  la membrana, debe mantenerse un nivel de 
control constante que garantice que sólo los complejos correctamente ensamblados y 
funcionales son los que  el linfocito T usa. El sistema de degradación intracelular ubiquitina-
proteosoma, a nivel del RE, está implicado en la eliminación de aquellos complejos 
incorrectamente ensamblados (Yang et al., 1998). 
 Existe un equilibrio entre la internalización y el reciclaje del receptor que permite una 
expresión relativamente constante del complejo en la membrana. Esta situación de compromiso 
se rompe cuando la célula T encuentra el antígeno (o es activada in vitro), de tal modo que el 
nivel de expresión se modifica por cambios en los procesos que mantenían aquel equilibrio basal 
(Alcover  et al., 2000) (Fig. I.9). 
 
 
Fig. I.9. Esquema de la internalización del complejo TCR/CD3 en diferentes 
situaciones de estimulación. Contribución propuesta para la cadena CD3  al tráfico del TCR 
en diferentes situaciones de activación (adaptado de Torres et al., 2003). 
 
 Los niveles constantes en la expresión de complejos TCR/CD3 en la membrana de las 
células T son resultado de un equilibrio entre procesos que reponen receptores a la superficie 
(síntesis / ensamblaje, y recirculación de los receptores internalizados) y aquellos que los 
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consumen (internalización, degradación y expulsión al medio extracelular). El encuentro de los 
receptores con sus respectivos ligandos supone, habitualmente, la modificación de los niveles de 
expresión del receptor (disminución) en la superficie celular. Este fenómeno se conoce como 
modulación del receptor (Alcover et al., 2000). 
  
Al igual que ocurre con otros receptores transmembranales del sistema inmunitario (ej. 
BCR, FcR), el complejo TCR/CD3 no activado es constitutivamente internalizado con objeto de 
chequear el receptor expuesto, comprobar la incorporación de macromoléculas del exterior, 
modular el nivel de expresión de un receptor que ha recibido un estímulo, etc. 
  
La internalización y el tráfico intracelular de los receptores precisa de una secuencia de 
aminoácidos que está presente en el tallo citoplasmático de algunas de las sub-unidades del 
receptor. Estas secuencias contienen motivos basados en residuos de tirosina, o en residuos de 
leucina (motivos dileucina) (Mellman et al., 1996; Kirchhausen et al., 1997). Como en el caso de 
otros receptores formados por varias sub-unidades, la internalización del complejo TCR/CD3 
puede estar mediada por una o varias de ellas. En el caso concreto de este receptor las 
subunidades CD3, CD3, CD3 y CD3 contienen motivos basados en Tyr, presentes en sus 
regiones ITAM, y las cadenas CD3 y CD3, contienen, además, un motivo dileucina 
(Letourner et al., 1992; Dietrich et al., 1994). El mecanismo molecular que media la 
internalización y el destino intracelular de los complejos TCR/CD3 internalizados (modulación) 
depende del estímulo aplicado: 
 
 - Modulación constitutiva: este proceso se cree que esta mediado por la acción de serín-
quinasas y serín-fosfatasas respectivamente, que actúan sobre la sub-unidad CD3. Estos 
trabajos realizados en células T no activadas muestran que la fosforilación (complejo 
internalizado) y defosforilación (complejo en la superficie) del residuo Ser
126 
de la cadena CD3 
es crucial para este proceso. Así la fosforilación de la Ser
126 
de CD3 mediada por la PKC 
(Boyer et al., 1991), expone el motivo dileucina (Leu
131
-Leu
132
; también denominado de 
endocitosis), haciéndolo accesible a la maquinaria de endocitosis celular (Dietrich et al., 1994, 
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1996, 1997 y 1998). Mientras que la defosforilación de dicha Ser
126
, por parte de la 
serín/treonín-fosfatasa 2-A, supone la re-expresión del complejo en la superficie celular. 
 
 - Modulación inducida: la interacción del TCR, ya sea con sus ligandos naturales 
(péptidos antigénicos) (Valitutti et al., 1995 y 1997; Hemmer et al.,  1998;  Itoh et al., 1999), 
con anticuerpos monoclonales (específicos de alguna de las diferentes cadenas TCR o CD3; 
Boyer et al., 1991; Niedergang et al., 1997; Luton et al., 1997; Lauritsen et al., 1998), o con 
activadores farmacológicos (como los ésteres de forbol), siempre induce la regulación a la baja 
de la expresión en superficie del TCR/CD3  (Reinherz et al., 1984; Cantrell et al., 1985). Este 
fenómeno perfectamente caracterizado, es considerado en la actualidad como un indicador de la 
señalización del propio complejo TCR/CD3. 
 
El uso de ésteres de forbol como activadores farmacológicos de la PKC, permite inducir 
de manera artificial eventos propios de la activación fisiológica de la célula T, tales como la 
movilización de Ca
2+ 
al interior celular, proliferación, o la fosforilación de la sub-unidad CD3 ( 
Cantrell et al., 1987; Patel et al., 1987) con la consiguiente modulación del complejo TCR/CD3 
(Zanders et al., 1983; Reinherz et al., 1984; Cantrell et al., 1985). El mecanismo molecular que 
subyace a este proceso de internalización mediado por ésteres de forbol es similar a los 
inducidos por la estimulación fisiológica (ej. antígeno), aunque con ciertas diferencias. La 
acción de los citados fármacos produce la internalización, como en estado constitutivo, mediada 
por la secuencia S
126
DxxxL
131
L
132
 de la cadena CD3, al activar la PKC que reconoce y fosforila 
la Ser
126
 (Davies et al., 1987; Dietrich et al., 1994). Esta etapa depende, como ya se explicó 
anteriormente, de los aminoácidos adyacentes a la Ser
126
 que exponen la secuencia de 
internalización DxxxLL, la cual interacciona con el complejo adaptador de clatrina (Dietrich et 
al., 1997) provocando la internalización y consiguiente retención en vesículas de reciclaje del 
complejo TCR/CD3 internalizado. Para que se produzca el viaje de vuelta a la membrana 
plasmática es necesaria la defosforilación de la Ser
126
  (Dietrich et al., 1998). 
 
 Este proceso de internalización también puede ser mimetizado mediante el 
entrecruzamiento con anticuerpos monoclonales específicos de las cadenas TCR o CD3. En este 
caso, la activación del complejo implica una rápida internalización y posterior degradación en el 
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compartimento lisosomal (Telerman et al., 1987) o retención en el interior celular (Liu et al., 
2000). En definitiva este proceso mediaría dos funciones distintas en la activación de la célula T: 
por un lado facilitar la señal de activación y por otro atenuar la estimulación de la célula T (Di 
Fiore et al., 1999). 
 
I.2.6 Función 
El complejo TCR/CD3 es crucial para el linfocito T en dos momentos muy diferentes de 
su vida, el primero durante la selección intratímica y el segundo, en la respuesta adaptativa en la 
periferia. 
a) En el timo 
 Las células T de un individuo que alcanzan la periferia (repertorio útil) son el fruto de un 
estricto proceso de selección que sufren todas las células producidas. Así, la mayoría de estas 
células serán eliminadas durante el proceso de selección (positiva y negativa) garantizando la 
fiabilidad (afinidad/especificidad adecuadas) de los linfocitos que van a formar el repertorio T. 
Estos procesos de selección comprueban cómo es y cómo se comporta el complejo TCR/CD3 
para asegurar su eficacia, y sin comprometer la integridad de lo “propio” (fenómenos de 
autoinmunidad). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I.10. Esquema del desarrollo del linaje T. Proceso del desarrollo de la célula T desde 
la médula ósea hasta alcanzar la periferia. 
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 - Diferenciación y selección tímica (selección positiva y negativa). 
 Durante el desarrollo en el timo, la célula que quiere convertirse en linfocito T ensambla 
y expresa un complejo (pre-TCR) que contiene todos los elementos estructurales del complejo 
TCR maduro, excepto la cadena TCR, que es reemplazada por una cadena invariable (pT) 
(von Boehmer, 1997). 
Inicialmente, cuando el timocito está reordenando su cadena TCR (genes RAG1 y 
RAG2 activos), pT actúa facilitando un marco adecuado para chequear la productividad de 
dicho reordenamiento. De tal modo que las cadenas TCR incapaces de asociarse a pT son 
inmediatamente descartadas. Por su parte los timocitos pre-TCR
+
 con cadenas TCR aptas 
progresarán de dobles negativos (DN, CD4

 CD8

) a dobles positivos (DP, CD4
+
 CD8
+
). A 
continuación, el pre-TCR permite la expansión de las células que reordenaron correctamente y la 
inactivación de los genes RAG1 y RAG2. Al final de la expansión, los genes RAG1 y 2 se 
reactivan y se produce el tránsito hacia células DP, momento en el cual los tránscritos de la 
cadena TCR empiezan a ser detectables. Posteriormente se ensamblan las cadenas TCR, los 
timocitos paran la expresión de pT y los loci RAG1 y RAG2, y comienzan los procesos de 
selección (positiva y negativa). Los TCR son testados en términos de afinidad/avidez, por las 
células tímicas estromales mediante sus moléculas MHC-I y II. En primer lugar se seleccionan 
los timocitos que reconocen MHC-I y II propias cargadas con antígenos propios (selección 
positiva); posteriormente son eliminados aquellos timocitos que reconocen los mencionados 
péptidos propios con muy poca o ninguna (falta de selección positiva), o demasiada afinidad 
(selección negativa). 
 El proceso descrito permite que células indiferenciadas, no comprometidas hacia ningún 
linaje celular, pasen a ser precursores de células T. Los timocitos DP generados se convierten en 
células simples positivas (SP, CD4
+
 o CD8
+
) y finalmente en linfocitos T maduros, de modo que 
todas las etapas y mecanismos implicados serían universales e independientes del fenotipo final. 
Que unas cadenas estén asociadas a los complejos pre-TCR y otras no (Groettrup et al., 1992; 
Shinkai et al., 1993; Jacobs et al., 1994), sugiere un papel diferencial en las etapas iniciales del 
desarrollo para estas proteínas. Importancia que difiere además según el modelo estudiado, 
humano o ratón, como se desprende de los datos obtenidos del estudio de estas raras deficiencias 
en sendos modelos. Cabe mencionar en este punto el reciente hallazgo hecho en ratón sobre la 
existencia de un factor genético que influye sobre la proliferación de los precursores tímicos (en 
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• La sinapsis inmunológica comienza por las moléculas de adhesión
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3. Reconocimiento de antígeno
Moléculas accesorias
el estadio de DN4) y que condiciona de manera determinante el desarrollo en el timo (Dulude et 
al., 2008). 
b) En la periferia 
Una vez que el timocito supera todos los procesos de selección, se convierte en un 
linfocito T maduro (CD4
+
 o CD8
+
) capaz de ejercer su función. Es a partir de este momento 
cuando el TCR/CD3 puede ser requerido por segunda vez en la vida de esta célula. En su 
devenir por la periferia el receptor constituye la principal herramienta de interacción con el 
entorno. En su encuentro con el antígeno, la adecuada activación del linfocito T supone la puesta 
en marcha de toda una compleja maquinaria, a saber: transcripción y/o bloqueo de genes, 
inducción de la proliferación, ejecución de funciones efectoras o inducción de anergia/apoptosis 
(Malissen et al., 1993 y 1999; Imboden et al., 1995). 
 El sistema de reconocimiento de antígeno del linfocito T se diferencia de otros del 
sistema inmunitario por la cantidad de interacciones moleculares que lo acompañan (Fig. I.11) 
(Bierer y Bukarof, 1989; Matsui et al., 1991): 
1) Se produce la actuación de un conjunto de moléculas denominadas accesorias 
implicadas en la unión de las dos células que interaccionan (Delon et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. I.11. La sinápsis inmunitaria. Esquema en el que se representan algunas de 
las moléculas que intervienen en la sinápsis inmunitaria. 
 
2) En esta situación se procede a la inspección antigénica de tal modo que si no existe 
reconocimiento, bien por ausencia o bien por bajas concentraciones de antígeno, la célula T se 
separa de la diana sin sufrir cambios (Delon et al., 1998). Si por el contrario se produce 
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reconocimiento específico, el complejo TCR/CD3 comienza a emitir señales de activación (o 
inhibición) al interior celular, intensificándose  la adhesión inicial. 
 3) Se produce una agregación local de proteínas accesorias en la zona de reconocimiento, 
a través de moléculas tales como CD28, CD2 ó LFA-1 (Davis et al., 1998), CD43  (Rosenstein 
et al., 1991) y especialmente los correceptores CD4 y CD8 (Hara et al., 1991), que interaccionan 
también con la molécula de histocompatibilidad presentadora (aunque a través de regiones 
conservadas). Muchas de estas moléculas accesorias se encuentran asociadas directa o 
indirectamente a proteínas con actividad tirosina quinasa o fosfatasa y, aunque no se conozcan 
con precisión todas las señales de activación/inhibición que pueden emitir, es posible que el 
linfocito T utilice estas moléculas para identificar o seleccionar a su interlocutor celular mientras 
inspecciona sus moléculas de histocompatibilidad y decide cual va a ser su respuesta. 
 4) La activación del linfocito T, mediada por el complejo TCR/CD3, va acompañada de 
un profundo cambio en su morfología (Serrador et al., 1999), que implica la reorganización 
dinámica de su citoesqueleto para contactar con otros componentes de la cascada de 
transducción de la señal más distales. 
 5) La señal de activación de la célula T necesita recurrir a las anteriormente mencionadas 
secuencias ITAM del complejo CD3. Con ellas se reclutan y activan (mediante fosforilación) a 
una serie de tirosín-quinasas citosólicas, tales como Lck, Fyn, Zap-70, Itk, y de adaptadores 
transmembranales (ej. TRIM, LAT) y citoplásmicos (SLP-76, Grb2, Gads) que permiten un gran 
control sobre la señal original (ej. amplificación o diversificación de la señal; Kane et al., 2000). 
 6) La acción orquestada por todos los citados elementos señalizadores induce la 
activación de factores de transcripción que permiten la expresión de genes responsables de la 
proliferación, diferenciación y activación celular (Jacinto et al., 1998). Entre algunos de estos 
genes destacan los marcadores de activación (expresados a las 2-6 h como CD69) que nos 
permiten monitorizar en que estado se encuentra la célula (Sánchez-Mateos et al., 1991) o bien 
para transmitir la activación a terceros (CD154; Yang y Wilson, 1996). Otros de inducción algo 
más tardía y de vital importancia son los genes de citocinas (ej. IL-2), indispensables para la 
coordinación de la respuesta inmunitaria. En última instancia, cronológicamente aparecen los 
genes responsables, entre otros fenómenos, de la expansión clonal, la producción de moléculas  
"tóxicas" (tipo perforinas) para la eliminación de patógenos intracelulares (en el caso de los 
linfocitos T citolíticos), o incluso aquellos encargados de detener la respuesta, como son los 
genes de apoptosis. 
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I.2.7 Evolución 
  
La evolución del TCR está estrechamente relacionada con la evolución del sistema 
inmunitario de los vertebrados. Así, en 500 millones de años se han ido añadiendo órganos y 
tejidos con diversas funciones inmunitarias en la escala filogenética de vertebrados, desde los 
peces sin mandíbula (Agnatha) hasta las aves y mamíferos (Pancer y Cooper, 2006). De esta 
forma, si bien todos los vertebrados tienen tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), y la 
mayoría cuenta con alguna versión de bazo y timo, no todos poseen médula ósea o ganglios 
linfáticos para formar células sanguíneas, ni todos comparten la capacidad para formar centros 
germinales. La diferencia que se observa en los órganos y tejidos también se refleja en los 
componentes celulares. Por esta razón se cree que la aparición de los linfocitos T y su TCR está 
directamente relacionada con la aparición del timo en los vertebrados. Hasta la fecha no se ha 
demostrado la presencia de linfocitos T o su TCR (ni tampoco linfocitos B, BCR, 
inmunoglobulinas, MHC, recombinasas u otras moléculas relacionadas con la inmunidad 
adaptativa) en los peces sin mandíbula ni en los invertebrados. En cambio en los vertebrados con 
mandíbula (Gnathosomata), representado por los peces cartilaginosos (tiburones, mantarrayas), 
se produce un gran salto cualitativo en la escala filogenética con respecto a la organización 
genómica de los genes que codifican los receptores antigénicos pertenecientes a la superfamilia 
de las inmunoglobulinas. Es por ello que los vertebrados (excepto los Agnatha) presentan 
elementos celulares más evolucionados (linfocitos T y B), con receptores específicos en su 
membrana, que van a permitir el reconocimiento de una gran diversidad de estructuras 
antigénicas, con capacidad para recordar exposiciones previas (memoria) y de responder de 
forma más efectiva en posteriores exposiciones al mismo antígeno (maduración de la respuesta) 
(Acton  et al. 1969; Suzuki  et al. 2004). A pesar de que se asocia la aparición de los linfocitos 
con la presencia del timo en los vertebrados, se desconoce exactamente durante la evolución 
cuándo aparecieron los linfocitos como un tipo especializado de células inmunocompetentes. En 
cualquier caso, solamente se han podido encontrar células comparables en los vertebrados 
superiores y nunca se han podido caracterizar en invertebrados.  
 
En cuanto a las cadenas CD3, como se vio con anterioridad, todas a excepción de ζ, se 
encuentran muy próximas en el brazo largo del cromosoma 11 (en humanos). Este hecho se debe 
probablemente a un fenómeno de duplicación génica que ha llevado en la evolución a la 
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distinción de estas proteínas (Gouaillard et al., 2001). En el caso de CD3 y  encontramos un 
gen precursor común a ambas en la filogenia, presente en anfibios, peces y aves, llamado 
CD3/ (Fig I. 12), lo cual nos da una idea de lo próximos y solapantes que pueden llegar a ser 
sus funciones.  
 
CD3 Homo
CD3δ Mus
CD3δ Homo
CD3/δ Xenopus
CD3/δ Gallus
CD3/δ Paralichthys
CD3ε Paralichthys
CD3ε Gallus
CD3ε Human CD3ε Mus
CD3ε Acipenser
100
100
57
69
100
39
100
65
CD3 Mus
 
 
Fig. I.12. Árbol filogenético de las secuencias de aminoácidos de CD3ε, CD3, CD3δ y 
CD3/δ. Las distancias filogenéticas se calculan mediante la técnica de “neighbor-joining”. 
Los géneros analizados son: Homo (humano), Mus (ratón), Gallus (pollo), Xenopus (rana), 
Acipenser (esturión) y Paralichthys (lenguado japonés). Adaptado de Park et al., 2005. 
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I.2.8 Deficiencias descritas en humanos y modelos animales 
  
Las inmunodeficiencias debidas a defectos en la expresión de CD3 son patologías del 
tipo T

B

NK

 con muy baja prevalencia, caracterizadas por un defecto de expresión del TCR, 
frecuentemente acompañado de linfopenia T en sangre periférica, inmunodeficiencia combinada 
grave y/o signos de autoinmunidad. Regueiro y col. descubrieron en 1986, y caracterizaron unos 
años después (Arnaiz-Villena, 1992), la primera de ellas: una deficiencia completa de CD3. 
Desde entonces se han descrito casos de inmunodeficiencias en todas las cadenas CD3. Dichas 
patologías pueden ser clasificadas en completas si la ausencia de dicha cadena es total o 
parciales si se detectan niveles residuales de la proteína afectada (Marin et al., 2015).  
El fenotipo observado es diverso, en función de la cadena que se encuentre deficiente, de 
manera que podemos encontrar un espectro de fenotipos de más graves a más moderados. Este 
último hecho nos da una idea de la heterogeneidad funcional que deben desempeñar las cadenas 
CD3 como componentes del TCR dentro de la fisiología del linfocito T (Fischer et al, 2005; 
Recio et al. 2007). Por esta razón y para comprender mejor el funcionamiento de estas cadenas 
en el complejo, se ha optado por trabajar con muestras de estos pacientes y sus familiares 
portadores de la mutación en esta tesis doctoral. De esta manera, la identificación de los 
fenómenos ocurridos cuando alguna de las cadenas sea limitante nos permitirá conocer con 
mayor precisión los mecanismos implicados en el desarrollo y función del linaje T. 
A modo de resumen de estas patologías hay que destacar que la cadena en la que más 
casos se han descrito es CD3, con 19 pacientes diagnosticados procedentes de 10 familias 
distintas y cuatro tipos de mutaciones secuenciadas, tres de ellas completas (c.202 C>T, c.279 
C>A y c.IVIS2-2A>G) y una de tipo parcial (c.IVIS2+5G>A) (Dadi et al., 2003; de Saint Basile 
et al., 2004; Takada et al., 2005; Le Deist et al., 2007; Marcus et al., 2011 y Gil et al., 2011). En 
el caso de mutaciones de CD, se han descrito 4 mutaciones diferentes en tres familias. Tres 
tipos de mutación fueron completas (c.230A>G, c.128_129del; c.IVS2+1G>C; Soudais et al., 
1993; de Saint Basile, 2004; Fuehrer, 2014) y una parcial (c.IVS7+2T>C; Soudais et al., 1993). 
Los pacientes con patologías debidas a deficiencias en CD3D o CDE presentan clínica de SCID 
muy acusada en la que se hace indispensable un transplante de células madre hematopoyéticas, 
ya que de lo contrario fallecen a edad temprana como consecuencia de infecciones virales por 
citomegalovirus en su mayoría, pero también por adenovirus.  
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La deficiencia de CD3 por su parte se debe a tres mutaciones posibles (c.205 A>T, 
c.1A>G, c.IVS2-1G>C). Se han encontrado diez pacientes hasta la fecha (Regueiro et al., 1986; 
Arnaiz-Villena et al., 1992; Sanal et al. 1996; Van Tol et al., 1997; Recio et al., 2007; Ozguz et 
al., 2008; Tokgoz et al., 2013; Gokturk et al., 2014) procedentes de cinco familias distintas; tres 
de los cuales fallecieron a pesar del transplante de precursores hematopoyéticos.  En el caso de 
deficiencia de CD3, muchos pacientes presentan anemia hemolítica autoinmune o vitíligo 
(Arnaiz-Villena et al., 1992), así como tiroiditis autoinmunes, trombocitopenia o hepatitis 
autoinmunes (Gokturk  et al., 2014). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con lo reportado 
para el resto de deficiencias de CD3, en siete de los diez casos de deficiencia de CD3 no ha 
sido necesario un trasplante y en la actualidad los pacientes están vivos, superando algunos la 
treintena. Esto demuestra que CD3 no es tan crítica para la supervivencia en comparación con 
otras cadenas, en especial con CD3 que es con la que tiene mayor homología. La explicación 
más plausible es la capacidad de CD3 para sustituir a CD3 cuando ésta está ausente (Zapata et 
al., 2004), mientras que lo contrario parece no ocurrir. 
  
Por otra parte, la deficiencia de CD247 o  se ha descrito con dos tipos de mutación 
distintas (c. 207C>T y c.411insC). La primera de las mutaciones se encontró en un paciente con 
un complejo caso de deficiencia de CD247, corregido por mutaciones somáticas y con fenotipo 
clínico de infecciones recurrentes y bajo número de células T en periferia (Rieux-Laucat et al., 
2006). El otro caso se trata de deficiencia de CD247 completa con infecciones recurrentes y 
trombocitopenia, que ha tenido que ser tratada con tres transplantes de precursores 
hematopoyéticos por el fracaso de los dos primeros intentos (Roberts et al., 2007). La 
deficiencia de TCR con una mutación c.*1G>A se presenta con vitíligo, anemia hemolítica 
autoinmune o autoanticuerpos, y requiere de trasplante de precursores hematopoyéticos (Morgan 
et al., 2011). 
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Tabla I.3. Mutaciones en el complejo TCR/CD3 encontradas en los pacientes 
diagnosticados hasta el momento. 
 Familia Número de 
Pacientes 
Origen Mutación 
 
CD3 
1 2 Turquía c.205 A>T 
2 1 Turquía c.205 A>T 
3 2 España c.1A>G  + 
c.IVS2-1G>C 
4 2 Turquía c.IVS2-1G>C 
5 3 Turquía c.IVS2-1G>C 
CD3 
1 5 Menonitas c.202 C>T 
2 1 Menonitas c.202 C>T 
3 1 Menonitas c.202 C>T 
4 3 Menonitas c.202 C>T 
5 2 Francia  c.279 C>A 
6 1 Francia c.279C>A 
7 3 Japón c.IVIS2-2A>G 
8 1 Ecuador  c. IVS2+5 G>A 
9 1 Ecuador c. IVS2+5 G>A 
10 1 Ecuador c. IVS2+5 G>A 
CD3 
1 1 Francia c.IVS7+2T>C + 
c.230 G>A 
2 3 Francia c.128_129del 
3 1 Alemania c.IVS2+1G>C 
CD247 
() 
1 1 Caribe c. 207C>T 
2 1 Hawaii c.411insC 
3 1 Turquía c. 207C>T 
TCR 1 1 Paquistán c.*1G>A 
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Además de los pacientes deficientes para estas cadenas otro modelo de estudio del 
complejo TCR/CD3 con limitación de sus componentes son los modelos animales, 
principalmente en ratones (Mazariegos et al., 2013). Estos ratones knock-out (KO) se usan como 
réplica de deficiencias de TCR humanas, ya que ambas especies comparten gran homología en 
las secuencias de los componentes del complejo, así como también homología funcional (Dave 
et al., 2009). Además, el estudio de ratones con mutaciones en los genes que codifican las 
cadenas invariantes y variables de TCR ha contribuído a la caracterización del papel de cada 
cadena (Malissen et al. 1999, Moambaerts et al. 1992). 
Existen ratones con mutaciones para todas las cadenas variables e invariantes del 
complejo, tal y como se muestra en la siguiente tabla: 
 
Cadena TCR/CD3 ausente Autor del modelo 
CD3 Haks et al. 1998 
CD3 Dave et al. 1997 
CD3 
Malissen et al. 1995 
deJarnette et al. 1998 
Wang et al. 2009 (Deficiencia parcial) 
CD3+ CD3 Wang et al. 1998 
TCR Moambaerts et al.1992 
TCR Moambaerts et al.1992 
Tabla I.4. Modelos de ratones KO y doble KO para los componetes del TCR/CD3. 
Adaptada de Marin et al., 2015. 
 
Los análisis en ratones sugieren que, en ciertos aspectos, los requerimientos de dichas 
cadenas son diferentes en las dos especies, tal y como explicamos en el apartado I.2.3 de esta 
introducción y como trataremos más adelante en la discusión. Estas diferencias establecen 
limitaciones en cuanto al uso de modelos de ratones para la obtención de información relevante 
en el contexto de las deficiencias humanas del TCR. Una manera de solventar este problema ha 
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sido la generación y análisis de ratones «humanizados» portadores de cadenas TCR (Pasare et 
al., 2001) o CD3 transgénicas de origen humano (Dave et al., 1997; de la Hera et al., 1991; Pan 
et al., 2005; Fernández-Malavé et al., 2006). 
 
I.2.9 Haploinsuficiencias 
  
 El estudio de individuos portadores de mutaciones de carácter recesivo en heterocigosis 
no ha sido hasta el momento objeto de gran interés, ya que son individuos aparentemente sanos. 
Incluso han sido usados en numerosas ocasiones a modo de controles sanos en el caso de 
familiares de enfermos con mutaciones en homocigosis. No obstante, en la literatura se 
describen ciertos hallazgos en individuos heterocigotos para mutaciones que afectan al sistema 
inmunitario. Tal es el caso de los individuos heterocigotos para una mutación autosómica 
recesiva en ORAI1, causante de Inmunodeficiencia Combinada Grave (Feske et al., 2010), los 
cuales muestran un fenotipo intermedio en distintos aspectos (como por ejemplo el flujo de 
Ca
2+
) entre individuos deficientes y  controles sanos.  
 
Otro caso reseñable es el de la deficiencia de adenosín desaminasa (ADA), de herencia 
autosómica recesiva, donde los familiares (padres y hermanos) portadores en heterocigosis de la 
mutación patogénica mostraban una disminución en la actividad de ADA (Oda et al., 2000), 
pero en ausencia de alteración clínica alguna. Un año después, el mismo grupo de investigadores 
obtuvo resultados similares en portadores de otras mutaciones para esta enzima. Así, en una de 
las familias analizadas la actividad de ADA en células primarias (granulocitos y eritrocitos) 
estaba reducida a la mitad en comparación con controles suficientes; inesperadamente la 
actividad de ADA en los mismos tipos celulares de la madre y un hermano, ambos sanos y con 
niveles normales de linfocitos en sangre, era tan baja como en las células del paciente deficiente 
(Ariga et al., 2001). 
 
Este tipo de situación no sólo se ha visto en humanos sino  también en modelos de ratón, 
como es el caso de la deficiencia de JAK3 causante de inmunodeficiencia combinada grave y de 
enfermedad inflamatoria intestinal. Otra de las mutaciones que ocasiona esta patología se 
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encuentra en la proteína tirosín fosfatasa de células T (TC-PTP/PTPN2), una enzima que 
participa en el control de la proliferación celular y la inflamación. Los ratones homocigotos para 
mutaciones en el gen codificante de esta enzima presentan varias inmunodeficiencias, 
hipersensibilidad al LPS y mueren alrededor de las tres semanas, de anemia e inflamación 
sistémica. Curiosamente, los ratones heterocigotos, si bien sobreviven, presentan distintas 
alteraciones como colon inflamado o incremento de los niveles de mRNA de distintas citocinas. 
Por tanto, los autores concluyeron que una sola copia del gen mutado era suficiente para tener 
mayor predisposición a inflamación sistémica (Hassan et al., 2010). 
 
Siguiendo con las inmunodeficiencias de células T, pero en este caso adquiridas, también 
se ha observado que la haploinsuficiencia es relevante en el contexto de la infección por VIH. Es 
el caso de los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4 que utiliza el virus como co-receptor 
para entrar en sus células diana (linfocitos T y monocitos) (Dunkan et al., 2005). Se han descrito 
distintas mutaciones en estos correceptores, siendo la más conocida una deleción de 32 pb 
(CCR532), que en heterocigosis confiere cierto grado de protección frente a la infección. Otros 
estudios han demostrado también que en individuos infectados dicha mutación se asocia a una 
progresión lenta de la enfermedad (van Manel et al., 2011). 
 
En el caso de deficiencias del linaje B, cabe destacar el caso de la Inmunodeficiencia 
Común Variable (CVID en su acrónimo en inglés) y el déficit de IgA, donde los pacientes 
presentan mutaciones en TACI (Transmembrane activator and CAML interactor) y muestran 
una disfunción en la producción de anticuerpos. Tras comprobar la presencia de las mutaciones 
de TACI en los pacientes, los investigadores encontraron que todos ellos tenían familiares con 
las mismas mutaciones. De hecho, 11 de los 12 familiares identificados con mutaciones en TACI 
en heterocigosis  presentaban un historial de infecciones recurrentes asociado a niveles bajos de 
IgA o IgG, o de ambas inmunoglobulinas (Castigli et al., 2005; La Cava, 2013). 
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II.1 Hipótesis 
 
Aunque hasta el momento no se han descrito características significativas a nivel 
funcional o patológico en los individuos haploinsuficientes para CD3, partimos de la 
hipótesis de que la haploinsuficiencia de CD3 puede tener un impacto en la expresión y 
función del TCR, que a su vez puede ser relevante en el desarrollo de los linfocitos T y 
en la inmunidad mediada por estas células. 
 
II.2 Objetivo general 
 
Estudio de las consecuencias de la haploinsuficiencia de CD3 (CD3 y CD3) en 
la expresión y función del TCR/CD3 en humanos y modelos de ratones. 
 
II.2 Objetivos particulares 
 
a) Analizar la expresión del complejo TCR/CD3 en individuos 
haploinsuficientes para CD3. 
b) Comparar la expresión de los complejos TCR y TCR en los individuos 
haploinsuficientes. 
c) Estudiar los efectos de la haploinsuficiencia de CD3 en el desarrollo en el 
timo de los linfocitos T. 
d) Caracterizar los efectos de la haploinsuficiencia de CD3 sobre la 
funcionalidad del complejo TCR/CD3 en linfocitos T maduros. 
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III.1 MATERIAL BIOLÓGICO: MUESTRAS HUMANAS 
 
III.1.1 Pacientes, familiares y controles 
Las células T humanas empleadas proceden de familias diagnosticadas de 
deficiencia congénita de CD3. Tres de las familias con deficiencia de CD3 y dos con 
deficiencia de CD3 (Fig. III.1). Todas estas muestras han sido cedidas amablemente 
por los doctores de los hospitales de referencia (tabla III.1), aprovechando las 
extracciones que se le practican regularmente para su seguimiento clínico e 
inmunológico, o bien ex profeso para este trabajo a modo de colaboración. 
Adicionalmente, se tomaron muestras procedentes de individuos sanos (CD3) como 
controles para estos experimentos. 
 
Tabla III.1. Datos de contacto de colaboradores que han cedido muestras de pacientes 
y portadores con mutaciones en CD3. 
 
FAMILIA MUTACIÓN ORIGEN 
INVESTIGADOR 
RESPONSABLE 
CONTACTO 
C
D
3
 
1 
c.[1A>G]+[80-
1G>C] 
Hospital 
Universitario 12 de 
Octubre.             
Madrid, España 
 
Dr. Luis 
Allende 
lallende.hdoc@salud.madrid.org 
2 c.205A>T 
Hacettepe University 
Children’s Hospital. 
Ankara, Turquía 
Dr. Orden Sanal sanaloz@yahoo.com 
3 c.205A>T 
Uludag University 
Medical Faculty. 
Görükle-Bursa, 
Turquía 
Dr. Sara S. 
Kilic 
sebnemkl@uludag.edu.tr 
C
D
3

 
4 c.202C>T 
Hospital for Sick 
Children 
Toronto, Canadá 
Dr. Chaim M. 
Roifman 
chaim.roifman@sickkids.ca 
5 c. IVS2-2A>G 
Grad. School of 
Medical Sciences. 
Kyushu University 
Fukuoka, Japón 
Dr. Hidetoshi 
Takada 
takadah@pediatr.med.kyushu-
u.ac.jp 
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Cuando se trate de pacientes, los denominaremos en adelante  (o ), cuando se 
trate de familiares heterocigotos usaremos  o , independientemente de la mutación. Su 
historia clínica, así como sus características inmunológicas han sido descritas ya previamente y 
de forma amplia en la literatura, y han quedado resumidas en la introducción. Los individuos 
analizados en este trabajo se señalan en los árboles familiares presentados a continuación: 
 
Fig. III.1. Árboles genealógicos de las cinco familias analizadas. Las 
familias están numeradas según la tabla III.1. Con asteriscos se indican los individuos 
analizados, en rojo si se han analizado PBL, y en azul si se han usado líneas 
transformadas. 
1.
3.
2.
5.
4.
Sin mutaciones en CD3
CD3G c.205A>T
CD3G c.1A>G
CD3G c.80-1G>C
No analizado/ presunto heterocigoto
CD3D c.IVA 2-2A>G
CD3D c. 202C>T
* PBL
* HTLV-1, HVS
TIPO DE MUESTRA
** *
**
* *
**
*
*
*
*
*
**
*
* *
** *
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III.1.2 Aislamiento de linfocitos T primarios 
 
Los linfocitos se aislaron a partir de muestras de sangre extraída por punción 
venosa en heparina o EDTA. Se procedió al aislamiento de las células mononucleares 
de sangre periférica (PBL) mediante el protocolo de centrifugación en gradiente de 
densidad (Ficoll–Hypaque Lymphoprep, Nyegaard) siguiendo las condiciones del 
fabricante (700g, 45 min, temperatura ambiente). 
El rendimiento habitual de esta técnica para las células control y heterocigotos 
varía entre 0.8-1x10
6
 linfocitos de sangre periférica/ml de sangre total. Respecto a las 
muestras de los individuos deficientes procesadas en paralelo con las control, se 
obtienen de 0.5-0.8x10
6
 células PBL/ml de sangre total, reflejo inicial de la linfopenia 
de estos individuos. 
 Las células se crecieron en medio de cultivo completo RPMI 1640 (Gibco), 
suplementado con 80 U.I de rhIL2 (Tecin-Teceleukin, donada por Hoffmann La Roche 
Inc, Nutley, NJ, USA), 20% FCS (Flow laboratories), 1% antibiótico (Gibco) y 1% 
glutamina (BioWhitaker), con estimulaciones quincenales de PHA+ IL-2 durante el 
periodo de cultivo. 
 
III.1.3 Líneas transformadas de linfocitos T 
 
En el laboratorio teníamos disponibles líneas de linfocitos T transformadas con 
Herpesvirus saimiri (HVS) o con el virus linfotrópico T humano tipo 1 (HTLV-1), 
procedentes de individuos ,  y . Estas líneas, generadas con anterioridad a este 
trabajo, han sido estudiadas en detalle y se ha comprobado que el fenotipo de las células 
T no varía (Rodríguez-Gallego et al., 1996; Alvarez-Zapata et al., 1998; Rivero-
Carmena et al., 2000; Cabanillas et al., 2002; Gallego et al., 1997; Broker et al., 1997; 
Altare et al., 1998; Allende et al., 2000; Nakamura et al., 2001; García-Pérez et al., 
2003; Martín-Fernandez et al., 2005). 
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Las células inmortalizadas se crecieron en medio de cultivo completo Panserin 
(FontLab): RPMI (Gibco) (proporción 1:1), suplementado con 80 U.I de rIL2 (Tecin-
Teceleukin, donada por Hoffmann La Roche Inc, Nutley, NJ), 10% FCS (Flow 
laboratories), 1% antibiótico (Gibco) y 1% glutamina (BioWhitaker). 
 
III.2 MATERIAL BIOLÓGICO: MUESTRAS DE RATÓN 
 
III.2.1 Ratones 
 
Se utilizaron ratones C57BL/6 (en adelante b6 o ), así como ratones knock 
out (KO) para las distintas cadenas CD3. Los ratones deficientes de CD3  (/) habían 
sido generados en 1998 por el grupo de A.M Kruisbeek (Hacks et al. 1998), y nos 
fueron amablemente cedidos por el Dr. D Kappes. Por su parte, los ratones deficientes 
de CD3δ (δ/) habían sido generados por el Dr. D. Kappes (Dave et al., 1997) y nos 
fueron cedidos por el Dr. Immanuel Luescher (Ludwig Institute for Cancer Research, 
Lausanne, Suiza). 
Los ratones heterocigotos objeto de este estudio se obtuvieron cruzando 
hembras b6 bien con machos KO CD3δ/ o bien con machos CD3/, de 4 a 6 semanas 
de edad. 
En todos los casos los ratones se mantuvieron separados por genotipo y sexo 
en el Animalario de la Universidad Complutense de Madrid  (CC. Biológicas) hasta su 
procesamiento, mientras tanto, se proporcionó agua y una dieta ad libitum de 
composición normal para roedor. 
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III.2.2 Procesamiento de órganos  
 
Los animales de 4 a 12 semanas de edad fueron sacrificados y a continuación se 
les extrajo timo, bazo y los ganglios linfáticos, manteniendo condiciones de esterilidad.  
La sangre por su parte se obtuvo del seno retro-orbital y fue dispensada en tubos con 
heparina como agente anticoagulante.  
Los diferentes órganos se colocaron en PBS estéril, donde fueron macerados y 
pasados a través de una malla de 70 μm con el fin de eliminar agregados. Tras lavar de 
nuevo con PBS estéril, las células de timo y de ganglios estaban listas para su uso y por 
lo tanto podían ser contadas. En el caso de los esplenocitos, hubo que lisar los 
eritrocitos presentes utilizando la solución de lisis ACK (0.15 M NH4Cl, 10 mM 
KHCO3, 0.1 mM Na2 EDTA, pH 7.2) durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
En el procesamiento de la sangre, los PBL de ratón se extrajeron de forma 
similar a los humanos pero usando un reactivo para la separación por gradiente de 
densidad adecuado (Lympholyte-M, Cederlane).  
 
III.3 EVALUACIÓN FENOTÍPICA 
 
III.3.1 Citometría extracelular 
 
a. Tinciones extracelulares 
La estrategia de tinción extracelular fue similar para las células humanas 
(primarias y transformadas) y para las de ratón. En ambos casos las células se lavaron 
dos veces con PBS-1%BSA y se resuspendieron a una concentración final de 1x10
6
 
células/ml en la misma solución, para posteriormente dispensar 200l de dicha 
suspensión en pocillos de una placa de 96p con fondo en V (Iwaki). A continuación se 
centrifugaron las placas a 1500 rpm durante tres minutos y a 4ºC, y se eliminó 
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finalmente el sobrenadante.  Posteriormente se añadieron a cada pocillo las cantidades 
adecuadas del correspondiente anticuerpo monoclonal o antisuero, se resuspendieron las 
células cuidadosamente en un volumen final de 100 l, y se incubaron de este modo 
durante 20-30 minutos a 4ºC y protegidas de la luz. Tras la reacción de marcaje y para 
los anticuerpos previamente conjugados con un fluorocromo –FITC o PE-, las células se 
lavaron otras 2 veces con PBS-1% FCS, se resuspendieron en 500l de PBS-1% 
formaldehído y se analizaron por citometría de flujo.  
En el caso de anticuerpos/antisueros no conjugados, tras la reacción de 
marcaje, las células se lavaron 2 veces en PBS-1% BSA y se incubaron en presencia de 
un segundo anticuerpo (de cabra) conjugado con FITC o PE (Immunotech). Dicho 
anticuerpo dirigido contra la porción Fc del primer anticuerpo utilizado, se incubó 
durante 20 minutos a 4ºC y protegido de la luz. Si los anticuerpos primarios estaban 
biotinilados (como ocurrió en alguna de las tinciones de ratón) tras los dos lavados con 
PBS-BSA se incubó las células con estreptavidina conjugada con FITC, PE o PeCy5 en 
función de las necesidades; esta incubación también era de 20 minutos, a 4ºC y en 
oscuridad. Finalmente las células se lavaron dos veces con PBS-1%BSA y se 
resuspendieron en 300l de PBS-1% formaldehído antes de ser analizadas por 
citometría de flujo.  
 
b. Procesamiento y análisis de datos 
El equipo utilizado fue un FACScalibur usando el software CellQuestPro 
(Becton Dickinson). Para cada una de las muestras, las células viables se seleccionaron 
por criterios de tamaño y complejidad, analizándose 20.000 eventos en cada tinción, 
excepto para las tinciones del linaje Tδ en las que se analizaron un total de 100.000 
eventos. El análisis posterior de los datos, así como su representación gráfica fue 
realizado gracias al software Flowjo  (Tree Star, Inc.). 
Se consideraron positivas todas las células con intensidades de fluorescencia 
por encima del límite superior de los correspondientes controles negativos (anticuerpos 
inespecíficos del mismo isotipo y especie que el empleado en la tinción). Los resultados 
se expresan en histogramas de intensidad de fluorescencia monoparamétricos. En éstos, 
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las abcisas representan la intensidad de fluorescencia para el marcador indicado, en una 
escala logarítmica, y las ordenadas representan el número de células en unidades 
arbitrarias.   
Para comparar el nivel de expresión del complejo TCR/CD3 dentro de las sub-
poblaciones de linfocitos T, se realizó en primer lugar la gráfica biparamétrica que 
enfrenta CD4 y CD8. Dentro de ésta, se diseñaron ventanas que dividieran las células 
según su fenotipo CD4/CD8 tal y como muestra la figura III.2. De esta forma  se 
analizó la tinción TCR/CD3 dentro de estas poblaciones generadas. 
 
 
Fig. III.2. Diagrama de dos colores para 
tinción CD4 y CD8 de células humanas. En él se 
representa en rojo las ventanas poblacionales 
seleccionadas para su posterior análisis. Estas 
ventanas son similares en los análisis de ratón, con 
la excepción de la imposibilidad de diferenciar dos 
poblaciones CD8 positivas distintas. 
 
 
III.3.2 Citometría intracelular 
 
La citometría intracelular en humanos se realizó usando 0.5x10
6 
células de 
líneas inmortalizadas con HVS. Para los ratones se usó el mismo número de células de 
timo, bazo y ganglios linfáticos. En el caso de los ratones, y por tratarse de células 
primarias, se realizó inicialmente una tinción extracelular con anticuerpos anti-CD4 y 
anti-CD8 directamente marcados.  
Para la tinción intracelular se lavaron las células dos veces en PBS. 
Posteriormente se resuspendieron en 500l de PBS-4% formaldehído y se incubaron 
durante 20-30 minutos a 4ºC. A continuación las células se permeabilizaron lavando los 
tubos dos veces con 100l de PBS-0.1% saponina (Sigma).  El siguiente paso fue el de 
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la incubación con el anticuerpo de interés diluido en PBS-0.1% saponina durante 20 
minutos a 4ºC.  Tras la reacción de marcaje, las células se lavaron dos veces y se 
incubaron en PBS-0.1% saponina en presencia de estreptavidina o anticuerpo 
secundario conjugados, según la necesidad del marcaje, durante 30 minutos a 4ºC y 
protegidas de la luz. Finalmente, las células se lavaron dos veces en PBS-BSA y se 
resuspendieron en 300l de PBS antes de ser analizadas en el citómetro FACScalibur. 
Los anticuerpos utilizados en el estudio se detallan en las tablas III.2 y III.3. 
 
III.4 EVALUACIÓN FUNCIONAL 
 
III.4.1 Activación celular 
 
Para realizar los análisis funcionales en muchos de los casos hubo que activar las 
células previamente. Para la activación celular TCR-dependiente se utilizaron 
anticuerpos anti-CD3 que se pegaron previamente a la placa. Para ello se resuspendió el 
anticuerpo a la concentración deseada en PBS estéril, añadiéndose 50 l por cada 
pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo plano, e incubó durante un período de 8-16 
h a 37 ºC, hasta su ulterior utilización. Los anticuerpos para activación fueron OKT3 y 
UCHT1 en el caso de humanos, y 2C11 y 17A2 para los ratones, todos a una 
concentración de 10g/ml.  Antes de añadir las células a los pocillos con anti-CD3 
inmovilizado, se retiró el tampón sobrante y se realizaron 2 lavados con medio RPMI 
(añadiendo 200 l/pocillo y retirándolos posteriormente). Las células, a razón de 
0.5x10
6
 por pocillo, se mantuvieron en contacto con el anticuerpo durante un periodo de 
24 a 72 horas (en función del análisis a realizar)  en el incubador a 37ºC.  Además, en el 
caso de las células humanas se utilizó como segundo estímulo el anticuerpo anti-CD28 
(1g/ml) que se añadió a la placa al mismo tiempo que las células. 
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En este trabajo también hemos utilizado otros estímulos. Uno de ellos fue la 
combinación de PMA (10 ng/ml, Sigma) más ionomicina (750 ng/ml, Sigma) incubados 
con las células (humanas y de ratón) durante 6-9 horas. Las células de  ratón se 
activaron también con el mitógeno concanavalina A (ConA) a una concentración de 
1g/ml. En este último caso se añadió a las 48 horas del estímulo rhIL-2 (100 U.I./ml) 
como co-estímulo. En cualquier caso, una vez habían sido activadas las células, se 
lavaron dos veces con PBS (centrifugación a 1600 rpm, 4 ºC, 4 min) antes de su uso 
posterior. 
 
III.4.2 Análisis morfológico de blastización 
 
Tras la activación celular los linfocitos T cambian morfológicamente 
adquiriendo un aspecto denominado blástico, esto es, se hacen mayores tanto en tamaño 
como en complejidad. Para valorar este fenómeno analizamos como varía el MFI del 
parámetro FSC (tamaño) por citometría de flujo antes y después de la activación. 
Relativizamos los resultados obtenidos a través de lo que denominamos índice de 
blastización (IB) calculado: 
 
 
 
 
 
III.4.3 Inducción de moléculas de activación  
 
 En el caso de los humanos, se analizó la inducción del marcador de activación 
temprana CD69 a las 24 horas; para ello se realizó un marcaje extracelular con el 
anticuerpo anti-CD69 (Leu-23, 1g/ml) siguiendo protocolo estándar para ser 
MFI(FSC)activ- MFI(FSC)no activ
MFI(FSC)no activ
( ) X 100IB =
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finalmente analizadas mediante citometría de flujo.  Para los ratones, y gracias a su 
mayor disponibilidad, se pudo analizar distintos marcadores de activación, a saber, 
CD69, CD5, CD25 e ICOS. Todos ellos a las 24 horas del estímulo y siguiendo 
protocolo estándar de marcaje extracelular de células de bazo. Los datos obtenidos se 
tabularon para analizar el porcentaje de inducción (I) de cada marcador a través de la 
intensidad de fluorescencia obtenida. La fórmula usada fue: 
 
 
 
 
III.4.4 Análisis de proliferación 
  
El estudio de la proliferación celular se determinó de forma indirecta a través de 
la síntesis de DNA por la incorporación de timidina marcada con tritio (TH3, Puzas y 
Goodman, 1978). Las células tanto humanas (PBL y líneas HTLV-1) y de ratón 
(primarias de bazo) fueron sembradas en placas de 96 pocillos a densidad de 0.5x10
6
 
células por pocillo, en contacto con anticuerpo inmovilizado anti-CD3 o con PMA+ 
Ionomicina. A las 72 horas se añadió 1,25 μCi de timidina tritiada en cada pocillo, 
manteniéndose 24 horas más a 37ºC para determinar la síntesis de DNA.  
Esta medición se realizó fijando los núcleos en papel de Betaplate previa lisis 
celular en Cell Harvester (1295-001 Wallac). Se determinó la cantidad de [
3
H]-timidina 
incorporada al material precipitable de ácido tricloroacético en medidor de centelleo 
Betaplate 1205 (Wallac). Los resultados finales se expresaron en nº de cuentas por 
minuto (cpm) por pocillo.  
En este trabajo se ha realizado también un análisis retrospectivo de estudios de 
proliferación celular ante una variedad de estímulos en la familia 1 (en paciente y 
familiares heterocigotos), durante 18 años (1987-2005). Para ello hemos revisado los 
datos almacenados en los informes correspondientes en el hospital de referencia 
MFIactiv- MFIno activ
MFIno activ
( ) X 100% Inducción =
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(Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid) y que nos han sido amablemente 
cedidos por el Dr. Luis M. Allende. 
 
III.4.5 Modulación del TCR con ésteres de forbol 
 
Estos estudios se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito en Dietrich y 
col. (1994). Para dichos experimentos las células a analizar se lavaron dos veces en 
PBS, se resuspendieron en medio RPMI completo sin IL2 a una concentración final de 5 
x 10
6
 células/ml y se incubaron de 30 minutos a 4 horas a 37ºC, en presencia o ausencia 
de PMA 20 ng/ml. Tras la estimulación, las células se lavaron en PBS-1% FCS y se 
tiñeron con un anticuerpo anti-CD3 (SK7 para los humanos y 2C11 para ratón) 
siguiendo el protocolo descrito el punto III.3.1.a. Los resultados se expresan en 
términos de porcentaje de expresión de CD3 remanente en la membrana de las 
correspondientes células tras la incubación con PMA, relativo al nivel de CD3 
expresado antes de la estimulación. 
 
III.4.6 Modulación del TCR con anticuerpos anti-CD3 
 
La activación celular mediada por anticuerpos anti-CD3 se realizó en ensayos de 
dosis-respuesta y de cinética, de forma similar a lo descrito por Lauristsen y col. (1998). 
Para ello se partió de una suspensión celular de 5x 10
5 
 células/ml resuspendidas en 
medio RPMI completo sin IL-2 y se dispensaron 200l/pocillo a una placa de 96p con 
fondo plano (Iwaki). En el caso de los humanos, las células se incubaron en presencia o 
ausencia de 10 g/ml de anticuerpo anti-CD3 (UCHT-1),  inmovilizado durante 16h a 
37ºC. Tras la incubación, las células se lavaron dos veces con PBS y se marcaron con el 
correspondiente mAb anti-CD3 (SK7).  
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Para los ratones, las células se incubaron en presencia de anticuerpo 2C11 
(10g/ml) durante un periodo de 1, 2, 3, 4, 16 ó 24 horas. Tras  la incubación, las 
células se lavaron dos veces con  PBS y se marcaron con el correspondiente mAb anti-
TCR (H57-597).  
 
III.4.7 Producción de citocinas  
 
Para la evaluación de citocinas se ha utilizado el kit Intracellular Cytokine 
Staining Starter Kit (BD Pharmigen, Cat.) según las especificaciones del fabricante. El 
protocolo requirió de la activación previa de las células de estudio, tal y como se indica 
en el apartado III.5.1. Posteriormente se procedió a la tinción intracelular que precisó de  
fijación y permeabilización previas (BD Cytofix/Cytoperm™ Buffer). En último término, 
se procedió a la  tinción con los anticuerpos conjugados a ficoeritrina (PE). 
 
III.4.8 Flujo de calcio intracelular 
 
Para la determinación del calcio intracelular se utilizó el indicador Fluo-3/AM 
(Merritt et al., 1990). El aceto-metil éster de fluo-3 (Fluo-3/AM) es un derivado éster 
del fluo-3 no fluorescente y permeable a la membrana celular. Una vez dentro de la 
célula es hidrolizado por las esterasas celulares que lo convierten en un compuesto 
impermeable a la membrana plasmática y que da lugar a la fluorescencia al unirse a los 
iones de Ca
2 
(emitiendo a 526 nm). 
Brevemente, 0.5x10
6
 células se lavaron e incubaron en medio HBSS junto con 
Fluo-3AM (10M, 45 min, 37ºC, en agitación). A continuación,  las células se lavaron 
en HBSS+Ca
2+ 
y se resuspendieron en este mismo medio. Se comenzó a adquirir por el 
citómetro y tras 30 segundos se añadió 10g/ml de anticuerpo anti-CD3 (UCHT-1), 
para seguir a continuación su análisis citométrico durante dos minutos. 
Material y métodos 
- 53 - 
 
III.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
El análisis estadístico de los resultados se realizó empleando el programa 
estadístico SPSS versión 11.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Todos los valores p se 
consideraron estadísticamente significativos cuando fueron inferiores a 0,05. Mediante 
la prueba de Kolmogorov-Smirnov se comprobó la normalidad de las variables. En el 
caso de aquellas que no seguían una distribución normal, se decidió emplear pruebas no 
paramétricas para los distintos análisis realizados. Las comparaciones entre grupos para 
las distintas variables se realizaron empleando la prueba de Mann-Whitney. Se usó la 
prueba de T-student como prueba de tipo paramétrico para aquellas variables que 
siguieran distribución normal. En estos casos los datos se representaron como media ± 
SD (Desviación estándar) o ±SEM (error estándar de la media). 
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III.6 ANTICUERPOS 
III.6.1 Anticuerpos contra moléculas humanas 
Tabla III.2. Anticuerpos contra moléculas humanas utilizados en este trabajo. Se indica 
nombre, especificidad, procedencia y uso de los distintos anticuerpos utilizados.
 1
Uso:TE = 
Tinción Extracelular, TI= Tinción intracelular, S= Estimulación, WB= WEstern Blot. 
2
Conjugado: nc= no conjugado. 
3
Procedencia:  B/D  =Becton Dickinson, I= Immunotech 
 
ESPECIFICIDAD Anticuerpo Isotipo/Origen Uso
1
 Conjugado
2
 Procedencia
3 
hCD3 (CD3 εδ/ε) SK7 IgG1/Ratón TE  -PE B/D  
hCD3 (CD3ε) UCHT1 IgG1/Ratón TE y S n.c. IT 
hCD3 (CD3 εδ/ε) F101.01 IgG1/Ratón TE y S n.c. Dr. Rubin 
hCD3 (CD3 εδ/ε) OKT3 IgG2a/Ratón TE n.c. Dr. Rubin 
hCD3 (CD3ε) Cris 7 IgG2a/Ratón TE n.c. Dr. Vilella 
hCD3 (CD3ε) S4.1 IgG2a/Ratón TE -FITC Invitrogen 
hCD3  (CD3ε) RW2-8C8 IgG2/Ratón TE n.c. Dr. Reinherz 
hCD3 (CD3ε) MEM57 IgG2/Ratón TE n.c. Dr. Alarcón 
hCD3 (CD3 εδ/ε) OKT3 IgG2a/Ratón TE n.c. Dr. Rubin 
hCD3 (CD3 εδ/ε) Sp34 IgG3/Ratón TI n.c B/D 
hCD3 (CD3) TG5 AS/Conejo TI n.c Dr. Alexander 
hCD3 (CD3) HMT3.2 IgG2a,Hamster armenian TI n.c  
h,mCD3 (CD3δ) M20δ IgG/Conejo WB n.c Santa Cruz  
h,mCD3 (CD3ε) M20ε IgG/Conejo WB n.c Santa Cruz 
hCD3 (CD3) 448 AS/Ratón WB n.c Dr. Alarcón 
hTCRβ BMA031 IgG2b TE n.c Dra. Toribio 
hTCRβ βF1 IgG1/Ratón TI n.c Dr. Alarcón 
hTCRδ Immu510 IgG1/Ratón  -FITC B/D 
hCD4 Leu3a IgG2a/Ratón TE -PE, -TC B/D 
hCD8 CD8 IgG2a/Ratón TE  -FITC, -PE B/D 
hCD1a OKT6 IgG1/Ratón  n.c Dr.Martinez-Naves 
hCD69 Leu-23 IgG1/Ratón TE n.c B/D 
hCD28 CD28 IgG1/Ratón TE Y S n.c B/D 
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III.6.2 Anticuerpos contra moléculas de ratón 
 
 
Tabla III.3. Anticuerpos contra moléculas de ratón utilizados en este trabajo. Se indica 
nombre, especificidad, procedencia y uso de los distintos anticuerpos utilizados.
 1
Uso:TE = 
Tinción Extracelular, TI= Tinción intracelular, S= Estimulación, WB= WEstern Blot. 
2
Conjugado: nc= no conjugado. 
3
Procedencia: B/D=Becton Dickinson, I= Immunotech
ESPECIFICIDAD Anticuerpo Isotipo/Origen Uso
1
 Conjugado
2
 Procedencia
3
 
mCD3 (CD3εδ/ε) 145-2C11 
IgG1,Hamster 
armenian 
TE, TI, S biot B/D  
mCD3 (CD3ε) 17A2 IgG2b,rata TE,TI -PE B/D 
mCD3 (CD3ε) 7D6 IgG2a/Ratón TE, TI nc CBMSO 
mTCRβ H57-597 
IgG2a,Hamster 
armenian 
TE,TI biot B/D 
mTCRδ GL-3 
IgG2a,Hamster 
armenian 
TE -PE B/D 
mCD4 RM4-5 IgG2a,rata TE, TI -PE, -FITC B/D 
mCD8 53-6.7 IgG2a,rata TE -PE, -FITC B/D 
mCD5 53-7.3 IgG2a,rata TE -PE B/D 
mCD25 3C7 IgG2b,rata TE -PE B/D 
mICOS 7E.17G9 IgG2b,rata TE -PE B/D 
mCD69 H1.2F3 
IgG1,Hamster 
armenian 
TE 
-PE B/D 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.  Resultados 
Resultados 
 
- 59 - 
 
IV.1 EFECTOS DE LA HAPLOINSUFICIENCIA DE CD3 EN LA EXPRESIÓN 
DEL TCR 
 
 En el contexto de esta Tesis, el término “haploinsuficiencia”  hace referencia a la 
condición de los individuos portadores, en heterocigosis, de un alelo mutado del gen 
CD3G o CD3D, independientemente de su impacto en la función celular.  Por otro lado, 
se empleará el término “TCR” para referirse al complejo formado por las cadenas TCR, 
 o  , más las cadenas CD3.  
 
IV.1.1 Expresión intracelular del TCR en la haploinsuficiencia de CD3. 
 
Para valorar el efecto de la haploinsuficiencia de CD3 en la expresión del 
TCR, se procedió en primer lugar a determinar la cantidad de TCR intracelular por 
citometría de flujo. En el caso de los humanos, esta aproximación se realizó analizando 
líneas de células T transformadas con herpesvirus saimiri (HVS) derivadas de 
individuos /, / y /. Para asegurarnos de la especificidad de la tinción con los 
anticuerpos anti-CD3, se realizaron tinciones empleando células B transformadas con el 
virus Epstein-Barr (EBV) (Küppers, 2003). Tal y como se muestra en la Figura IV.1, las 
células haploinsuficientes (/) presentan una reducción consistente de la tinción con 
anticuerpo anti-CD3 (SP34), o con anticuerpos específicos de CD3 (TG5, HMT3.2) 
en comparación con las células suficientes (/), pero menos marcada que en las células 
deficientes (/). Esta reducción fue similar a la observada en la tinción con un 
anticuerpo contra la cadena TCR (F1) (datos no mostrados), lo que en su conjunto 
indica que la haploinsuficiencia de CD3 reduce la expresión intracelular de 
componentes del TCR. La expresión de una molécula no asociada al TCR, como 
CD4, no se vio afectada en ninguno de los casos. 
 
En el caso de los ratones, también se realizaron tinciones intracelulares con 
anticuerpos específicos para las cadenas CD3 del TCR. Así, al usar un anticuerpo anti-
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CD3 (Fig. IV.2A) o anti-CD3 (Fig. IV.2B), se observa que las células / muestran 
un patrón de tinción intermedio entre el de las / y /en todos los órganos analizados, 
similar a lo observado en las células humanas haploinsuficientes para CD3. Por tanto, 
la haploinsuficiencia de CD3 se asocia con una reducción en la expresión intracelular 
de los componentes del TCR, tanto en los linfocitos T humanos como en los de ratón. 
 
Fig. IV.1. Expresión intracelular del TCR en la haploinsuficiencia de 
CD3 en humanos. A. Expresión de CD3 en células HVS / y / (MFI relativo a 
controles /); n=3. B. Histogramas representativos de los resultados mostrados en A. 
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 Fig. IV.2. Expresión intracelular del TCR en la haploinsuficiencia de CD3  
en ratones. Histogramas representativos de tinción intracelular con los anticuerpos 
anti-CD3 A. 2C11 y B. 17A2 (en células CD4
+
) en ratones / ,/ y /; n=3. 
 
 
IV.1.2. Expresión del TCR de superficie en la haploinsuficiencia de CD3 
 
Se sabe que los criterios TCR-dependientes para identificar células T por 
citometría de flujo producen una subestimación de éstas en los casos de deficiencias de 
CD3. Por esta razón, y para evitar infravaloraciones, se procuró utilizar criterios 
poblacionales TCR-independientes. Para probar los criterios seleccionados, que fueron 
la presencia de los correceptores de superficie CD4 y CD8, se utilizaron PBL humanas 
y células esplénicas de ratones (Fig. IV.3). De esta forma, y a través de triples marcajes 
en los que se incluía además anticuerpos contra el TCR o TCR, se concluyó que en 
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los humanos los linfocitos T CD4

 y CD8
bright
 son en más de un 98% linfocitos T, tal 
y como era de esperar. En el caso de los linfocitos T, se optó por el criterio de doble-
negatividad (DN; CD4

CD8

), ya que en esta población alrededor de un 80% (78±6%) 
de las células son linfocitos T. 
 
En el caso de los ratones, los resultados para los linfocitos T fueron similares 
a los humanos, pero sin separar las sub-poblaciones CD8
bright
  y CD8
dull
, por no existir 
esta diferencia en ratones. Los linfocitos DN de los ratones resultaron ser T y T 
prácticamente a partes iguales, por esta razón se decidió no analizar los linfocitos T 
de forma TCR-independiente sino usando directamente anticuerpos anti-TCR, aún 
sabiendo los inconvenientes que ello conlleva. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. IV.3. Abundancia relativa de linfocitos Tβ y Tδ en humanos y ratones. 
A. PBL humanas. B. Células esplénicas de ratones C57BL/6; n=3 para cada especie. 
 
Para poder discriminar lo mejor posible las diferencias de tinción entre las 
células humanas suficientes y haploinsuficientes, se realizaron ensayos para determinar 
la concentración de uso adecuada de los anticuerpos anti-CD3 y anti-TCR (Fig. IV.4). 
Para ello, se realizaron diluciones seriadas de los anticuerpos para determinar aquella 
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donde la diferencia en MFI entre los genotipos / y / fuese máxima (paneles 
superiores), pero con un porcentaje similar de células positivas (paneles inferiores). 
  
 Fig. IV.4. Determinación de la dilución de uso adecuada de los anticuerpos dirigidos 
contra el TCR para el análisis de la haploinsuficiencia de CD3 en humanos. MFI 
(paneles superiores) y porcentaje de células positivas (paneles inferiores) de las tinciones con 
anticuerpos anti-CD3 (UCHT-1 y F101.01) y anti-TCRβ (BMA031); n=2. Las flechas indican 
la dilución de uso seleccionada en cada caso.  
 
En el caso de las tinciones con células de ratón, estos ensayos no fueron 
necesarios puesto que las diluciones de uso estándar (recomendadas por el proveedor) 
de cada anticuerpo fueron suficientes para ver las diferencias entre los distintos 
genotipos CD3 analizados. 
 
Una vez decidido el modo de determinación poblacional y la dilución del 
anticuerpo a usar, se procedió a analizar la expresión del TCR en la superficie celular. 
En el caso de los humanos haploinsuficientes para CD3, se analizaron PBL procedentes  
de ocho individuos portadores de mutaciones en CD3G en heterocigosis, y cuatro 
portadores de mutaciones en CD3D. Los resultados obtenidos (Fig. IV.5) indican que 
los individuos haploinsuficientes para CD3G poseen un fenotipo que hasta ahora había 
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pasado desapercibido, consistente en un decremento estadísticamente significativo en la 
expresión en superficie tanto del TCR (donde se alcanza sólo el 85% de la expresión 
normal) como del TCR (alrededor del 60% de la expresión normal). Estos resultados 
fueron consistentes para los linfocitos CD4 y CD8 dentro del linaje Tβ, así como para 
las células Tδ (Fig. IV.5B). 
En el caso de la haploinsuficiencia de CD3, se encontró también una 
reducción estadísticamente significativa en la expresión en superficie del TCR, con 
respecto a los individuos suficientes. Sin embargo, este defecto es menor que el 
observado para los individuos /, ya que el decremento se sitúa en torno al 10% 
(Fig.IV.5B). 
 
 Fig. IV.5. Expresión en superficie del TCR en linfocitos T y T en la 
haploinsuficiencia de CD3 y CD3 en humanos. A. Histogramas representativos de las 
tinción con anticuerpo anti-CD3 en PBL haploinsuficientes (, ) y deficientes (/) (línea 
discontinua) en comparación con células suficientes (+/+) (línea continua). B. Expresión de 
CD3 y CD8 (MFI relativa a controles ) en las células T y T haploinsuficientes. 
(n=8),  (n=4), controles +/+ (n=12). Resultados similares se obtuvieron para otros 
anticuerpos anti-CD3 (SK7, S4.1, o F101.01). Los asteriscos indican diferencias significativas 
en comparación con los controles +/+, *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.  
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Además de las células primarias de sangre periférica, en el laboratorio 
contábamos con líneas celulares inmortalizadas de individuos con los tres genotipos 
posibles para CD3. La inmortalización se realizó por infección con dos virus distintos: 
HVS y virus linfotrópico humano tipo 1 (HTLV-1). Se ha descrito que las 
transformaciones con estos virus no varía el fenotipo de superficie, si bien la 
transformación en el caso de HTLV-1  presenta modificaciones en el segundo estadio de 
la infección que dificulta su uso por la pérdida de las cadenas CD3 (Rodríguez-Gallego 
et al, 1996; Yssel et al 1989). Por todo ello, utilizamos dichas líneas para confirmar la 
reproducibilidad del fenotipo observado en células primarias, controlando el estadio 
morfológico y la viabilidad de las líneas inmortalizadas. Como se puede ver en la Figura 
IV.6A, las diferencias en la expresión del TCR (medida con el anticuerpo anti-CD3 
UCHT1) entre las células /, / y /, se mantienen después de la transformación con 
HVS ó HTLV-1. De hecho, la disminución de la expresión en las células / en relación 
a las células / es mayor que la observada en células primarias, ya que se encuentra en 
un rango del 50-70% de la expresión normal. En las líneas HVS se realizó 
adicionalmente un barrido epitópico (Fig. IV.6.B) con una batería de anticuerpos anti-
CD3, obteniéndose los siguientes resultados: 
 
- Todos los anticuerpos probados, con la excepción de RW28C8, detectan 
diferencias significativas en la tinción del TCR de superficie entre las células 
suficientes y las haploinsuficientes, si bien RW28C8 muestra un comportamiento 
similar al del resto de anticuerpos. 
 
-  El defecto de expresión del TCR en las células haploinsuficientes para 
CD3 varía en función del epítopo reconocido por el anticuerpo anti-CD3, de tal forma 
que si bien la mayoría detecta un defecto de expresión de alrededor del 40%, la tinción 
con el anticuerpo OKT3 revela un defecto de mayor magnitud, consistente en una 
reducción del orden del 70% en la expresión en superficie del TCR en las células / 
respecto a las células /. 
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-  En las células deficientes de CD3, todos los anticuerpos anti-CD3, 
exceptuando Cris7, detectan un defecto de magnitud comparable en la expresión del 
TCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. IV.6. Expresión del TCR en superficie en células T transformadas y 
haploinsuficientes o deficientes de CD3. A. Histogramas representativos de la tinción 
en superficie con anticuerpo anti-CD3 (UCHT-1) en células transformadas con HTLV-
1 (izquierda) o HVS (derecha). B. Expresión de CD3 (MFI relativa a controles /) en 
las células HVS/y HVS/, medida con los anticuerpos anti-CD3 señalados, n=3. * 
p<0,05;**p<0,01;***p<0,001. 
 
Volviendo al estudio de las células primarias humanas con distinto genotipo 
CD3, al analizar la unión en superficie de los anticuerpos anti-CD3, como medida de la 
expresión del TCR, se observó que las células T de individuos /  tenían un defecto 
significativamente mayor (55±3% de la expresión normal) al observado en el linaje T 
(82±8% de la expresión normal) (Fig. IV.7.A). Esta reducción discordante fue 
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específica de los individuos /, no estando presente en individuos /ó /, donde el 
efecto fue el contrario, y fue confirmada al calcular la proporción de la expresión del 
TCR versus la del TCR, medida con el anticuerpo anti-CD3 UCHT-1 (Fig. IV.7B). 
Tal proporción es normalmente de 1.9±0.22 (Thibault y Bardos, 1995; Nicolas et al., 
2001), y en ese rango se encuentra en todos los genotipos a excepción del /, donde se 
reduce a 1.2 ±0.14. En conjunto, estos resultados indican que la expresión en superficie 
del TCR es más dependiente de la abundancia de CD3 que la expresión del  TCR 
en las células /, pero no en las  / o /. 
 
 Figura IV.7. Reducción discordante de la expresión en superficie del TCR y  
TCR en la haploinsuficiencia de CD3, pero no de CD3, en humanos. A.  
Expresión de CD3 (MFI relativa a controles +/+, n=7) en células T CD8bright –/– 
(n=3), +/– (n=8) y +/– (n=4). Se obtuvieron resultados equiparables al analizar células 
T CD4
+
, y con otros anticuerpos anti-CD3 (SK7, S4.1, F101.01). Los asteriscos en las 
barras indican diferencias significativas con respecto a controles +/+; otras 
comparaciones se indican con líneas. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. B. Expresión 
del TCRδ versus TCR (MFI TCR/MFI TCR). *p<0,05 en comparación con el 
resto de genotipos. 
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En el caso de los ratones con distintos genotipos para CD3, el análisis de la 
expresión en superficie del TCR fue posible en distintos órganos (Fig. IV.8). Las células 
T maduras del timo y las del bazo de los ratones / presentaron una reducción 
significativa (50-70% de la expresión de los /+), que es incluso mayor a la observada 
en los humanos (Fig. IV.8, A y C). Sin embargo, estas diferencias son menores e 
incluso para algunos ratones imperceptibles, cuando las células T provienen de 
sangre ó de ganglios linfáticos (87-96% de la expresión en los /+). En todos los casos, 
no obstante, las tinciones son similares en las células CD4
 
y CD8

.  Por otro lado, y al 
igual que ocurre en las células T humanas, la haploinsuficiencia de CD3 tiene un 
impacto menor en la expresión en superficie del TCR (Fig. IV.8, B y C). 
 
Fig. IV.8. Expresión en superficie del TCR en linfocitos T en la 
haploinsuficiencia de CD3 y CD3 en ratones.  A y B. Histogramas representativos 
de la tinción en superficie con anticuerpo anti-CD3 (2C11). C. Expresión de CD3 (MFI 
relativa a controles +/+) en células de bazo  (n=18) y  (n=5). *p<0,05; 
**p<0,01;***p<0,001. 
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A continuación, se procedió a analizar si en el modelo múrido también se 
producía una discordancia en el efecto de la haploinsuficiencia de CD3 entre los linajes 
Ty T. Como ya se mostró anteriormente, en los ratones no es posible identificar 
adecuadamente las células T usando criterios TCR-independientes. Por esta razón, se 
decidió analizar la expresión de CD3 dentro de las células TCR y TCR (Fig. 
IV.9A).  En el caso de los ratones no se detectaron diferencias significativas en cuanto 
al descenso de expresión del TCR en superficie entre los linfocitos Ty T (Fig. 
IV.9B). Sí se observa, sin embargo, una tendencia hacia un defecto ligeramente mayor 
en el linaje T que en el T en las células haploinsuficientes.  
Esta tendencia es la misma que la observada en el caso de los ratones /, 
excepto para las células de sangre, donde las células / presentan un defecto mayor en 
la expresión del TCRβ que en el TCRδ (Fig. IV.9B). Curiosamente, este último hecho 
coincide con lo observado en las células humanas deficientes de CD3 (derivadas de 
sangre), en las cuales la expresión del TCR en la superficie está más afectada en las 
células T que en las T.  
 
 
 
Fig. IV.9. Expresión en superficie del TCR en linfocitos T y T en la 
haploinsuficiencia y deficiencia de CD3 en ratones. A Histogramas representativos 
de tinciones con anticuerpo anti-CD3 dentro de los linajes T y T para los tres 
genotipos de CD3. B. Expresión de CD3 (MFI relativa a controles /).  
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IV.2 EFECTOS DE LA HAPLOINSUFICIENCIA DE CD3 EN LA FUNCIÓN 
DEL TCR 
 
IV.2.1 Efectos en el desarrollo de los linfocitos T. 
 En primer término, para valorar el número absoluto de linfocitos en los 
individuos analizados se utilizaron estrategias diferentes en función de que se tratase de 
humanos o ratones, ya que la tecnología disponible era distinta.  
 
En el caso de la muestras de humano, el número absoluto de linfocitos se calculó 
a través de la técnica de coulter por citometría de flujo en los hospitales de referencia de 
las familias (tabla III.1). En la Figura IV.10 se muestran los números absolutos de 
células para los distintos genotipos analizados. Se puede observar como en el caso de 
los individuos /, el número absoluto de linfocitos T tanto totales como sub-
poblaciones, está reducido de forma significativa en comparación a los de los controles 
normales analizados; pese a ésta reducción, estos números se encuentran dentro del 
intervalo de normalidad establecido por los percentiles P5 y P95 de la población sana 
(Comans-Bitter et al., 1997). Los resultados para los individuos / son muy similares a  
a los de los haploinsuficientes para CD3. 
  
Fig. IV.10. Abundancia de linfocitos T 
en la haploinsuficiencia y deficiencia de CD3 y 
CD3 en humanos. Número absoluto de células 
por L en individuos suficientes (controles), 
haploinsuficientes o deficientes de CD3 o CD3. 
Además del número absoluto de linfocitos totales, 
se muestran las poblaciones T (medida como 
CD4
CD8bright) y T (medida como Immu512). 
Las líneas horizontales representan los valores de 
los percentiles P5 y P95 de la población normal. 
Los datos para los deficientes de CD3 y CD3 se 
obtuvieron de la literatura (Dadi et al., 2003; De 
Saint Basile et al., 2004; Takada et al., 2005; 
Regueiro et al., 1986; van Tol et al., 1997; Recio et 
al., 2007). *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001. Genotipo CD3
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En el caso de los ratones, la valoración del número de linfocitos se hizo a 
través del recuento de células recuperadas tras la homogenización de los órganos. El  
número de linfocitos T se calculó sumando los números de células CD4+ y CD8+, en 
base a los porcentajes de estas células obtenidos posteriormente por citometría de flujo. 
En la figura IV.11A se muestran los resultados en los distintos órganos (timo, bazo y 
ganglios linfáticos) de ratones deficientes y haploinsuficientes para CD3, con respecto 
a los controles normales. Se puede observar que mientras los ratones  muestran una 
reducción muy significativa con respecto a los controles, los ratones  presentan 
valores próximos a los de los controles , sin apreciarse diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos genotipos. En el caso de la haploinsuficiencia de CD3, los 
números absolutos de células totales y los de linfocitos T en el bazo son también 
comparables a los de los ratones controles, no observándose diferencias 
estadísticamente significativas entre ambos genotipos, tal y como se muestra en la 
Figura IV.11B. En contraste, estos parámetros están severamente reducidos en los 
ratones deficientes de CD3. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 Fig. IV.11. Abundancia de linfocitos T en la haploinsuficiencia y deficiencia 
de CD3 y CD3 en ratones. Número relativo de células en los órganos indicados de 
ratones A.  y (n=7 y n=5, respectivamente) y B.  y  (bazo; n=5 y n=1, 
respectivamente) con respecto a controles +/+. *** p<0,001. 
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A continuación, se procedió a valorar la composición porcentual del repertorio 
de linfocitos T en relación a los linajes CD4+ y CD8+. En una situación normal, los 
linfocitos T CD4
+
 son dos veces más abundantes que los linfocitos T CD8
+
 (Thibault et 
al., 1995). En contraste, en la haploinsuficiencia CD3 se produce un cambio en este 
patrón. En el caso de los ratones, se produce un descenso en la proporción de 
CD4
+
/CD8
+
, tal y como se muestra en la Figura IV.12A, en todos los órganos 
analizados excepto en el timo (aunque el análisis posterior de una cohorte mayor de 
ratones reveló un descenso similar también en el timo). Esta alteración es aún más 
marcada en los ratones deficientes de CD3, pero de mucha menor magnitud en los 
ratones / (Muñoz-Ruiz et al., datos no publicados), en comparación con los 
haploinsuficientes para CD3. En contraste, en PBL humanas el resultado es el 
contrario, es decir, tanto la haploinsuficiencia como la deficiencia de CD3 provoca un 
aumento de la relación CD4

/CD8

, siendo el efecto de mayor magnitud en las células 
deficientes (Fig. IV.12B). Por su parte, los individuos haploinsuficientes para CD3 
presentan una proporción CD4
+
/CD8
+
  en el rango normal (Muñoz-Ruiz et al., 2013).  
 
 Fig. IV.12. Proporción CD4
+
/CD8
+
 en la haploinsuficiencia y deficiencia de 
CD3. A. Células de ratón de los órganos indicados. B. PBL humanas. Las células 
fueron teñidas con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 y analizadas por citometría de 
flujo. 
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El cambio en la proporción CD4
+
/CD8
+
 en las células T y   se debe, 
en el caso de los ratones, a un aumento de la frecuencia de linfocitos T CD8

 (Fig. 
IV.13A), que es menos evidente en los timocitos haploinsuficientes (aunque el análisis 
posterior de un mayor número de animales confirmó que también en el timo se produce 
este aumento porcentual de las células T CD8

). En el caso de los humanos, es una 
disminución en la frecuencia de células T CD8
+
 lo que hace que aumente la proporción 
CD4
+
/CD8
+
 (Fig. IV.13B).  
 
 
 
 Fig. IV.13. Frecuencia de linfocitos T CD4+ y CD8+ en la haploinsuficiencia y 
deficiencia de CD3. A. Linfocitos T de ratón en los órganos indicados. B. 
Linfocitos T humanos (PBL). 
 
IV.2.2 Efectos en la activación de los linfocitos T. 
 
IV.2.2.1 Aumento del tamaño celular.  
El primer efecto conspicuo de la activación vía TCR de los linfocitos T es un 
aumento en el tamaño celular, un evento conocido como “blastización”. Este cambio de 
tamaño puede ser cuantificado a través del parámetro citométrico FSC (Fig. IV.14A), lo 
que permite establecer un índice de blastización (ver Material y métodos). De esta 
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forma, usando anti-CD3 y ConA como estímulos que operan a través de la agregación 
del TCR de superficie, se evaluó la capacidad de blastización de las células de bazo de 
ratones con distintos genotipos para CD3 y CD3 (Fig. IV.14B). Las células 
haploinsuficientes para CD3 y CD3 exhibieron una respuesta comparable a la de las 
células suficientes, y solo las células / mostraron un defecto significativo en la 
blastización inducida por activación (Fig. IV.14C).  
 
IV.2.2.2 Inducción de marcadores de activación. 
 
En fases tempranas de la activación vía TCR de los linfocitos T se produce un 
aumento en la expresión en la superficie celular de moléculas como CD69, CD25, CD5 
e ICOS, las cuales se consideran por tanto marcadores de activación temprana. 
 
 En el caso de los humanos, las células / son capaces de inducir CD69 en su 
superficie tras la estimulación vía TCR con un anticuerpo anti-CD3 (más anti-CD28) 
(Fig. IV.15A). Sin embargo, si se cuantifica esta inducción tanto en porcentaje de 
positividad para el marcador como en MFI, podemos ver que es claramente menor a la 
observada en células / (Fig. IV15B). Estas diferencias no se observan al estimular con 
PMA, un estímulo independiente de la expresión en superficie del TCR, ya que en este 
caso tanto el porcentaje de células CD69

 como su MFI es similar en linfocitos T  / y 
/. Esto último apoyaría la noción de que los cambios en la activación de las células T 
haploinsuficientes para CD3 se relacionan con una alteración (cuantitativa o 
cualitativa) en la expresión del TCR en la superficie celular. 
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 Fig. IV.14. Blastización inducida por activación vía TCR en linfocitos T 
haploinsuficientes para CD3 y CD3. A. Histogramas de tamaño (FSC) versus 
complejidad (SSC) de células esplénicas de ratón con distinto genotipo CD3, activados 
o no con anticuerpo anti-CD3. B. Cambios en el tamaño (FSC) de linfocitos T 
esplénicos estimulados con anticuerpo anti-CD3 (2C11) o ConA (curva blanca), o sin 
estimular (curva gris). C. Índice de blastización (calculado como se indica en Material 
y métodos). ***p<0.001. 
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 Fig. IV.15. Inducción de CD69 en la haploinsuficiencia de CD3 en humanos. 
A. Expresión de CD69 en células estimuladas (curva blanca) o sin estimular (curva 
gris. B. Porcentaje de inducción de CD69 (panel superior; ver Material y métodos) y 
MFI de CD69 (panel inferior) para los genotipos +/+ y +/, con los distintos estímulos 
usados; n=3: * p0.05. 
 
En el caso de los ratones, la estimulación con anticuerpo anti-CD3 (2C11) 
resultó en una inducción de CD69 en las células haploinsuficientes para CD3 (ó CD3)  
comparable a la de las células suficientes (Fig. IV.16A), y únicamente las células 
deficientes de CD3 mostraron una respuesta reducida. Sólo al estimular con una 
cantidad limitante de anticuerpo, las células +/ fueron claramente inferiores a las +/+ 
(Fig. IV.16B). Por otra parte, la estimulación con PMA resultó en niveles similares de 
inducción de CD69 en las células T +/ y +/+ (datos no mostrados). 
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 Fig. IV.16. Inducción de CD69 en la haploinsuficiencia de CD3 y CD3 en 
ratones. A. Expresión de CD69 en células esplénicas no activadas (curva gris) o 
activadas con 1 g de anticuerpo anti-CD3 (curva blanca), dentro de los linajes CD4+ 
y CD8
+
. B. Dosis-respuesta de inducción de CD69 en células esplénicas (CD4
+
) , 
 y .  
 
También se analizaron en ratones otras moléculas de superficie inducidas tras 
la activación, como CD5, CD25 o ICOS (Fig. IV.17A), obteniéndose como resultado 
que las células haploinsuficientes para CD3 o CD3 son capaces de inducir CD5 y 
CD25 de forma más marcada o similar, respectivamente, a las células suficientes (Fig. 
IV.17B). La inducción de ICOS sí que está disminuida de forma significativa en la 
haploinsuficiencia tanto de CD3 como de CD3.  
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Fig. IV.17. Inducción de CD5, CD25 e ICOS en la haploinsuficiencia de CD3 y 
CD3 en ratones (células de bazo). A. Expresión del marcador de activación indicado 
en células esplénicas no activadas (curva gris) o activadas con 1 g de anticuerpo anti-
CD3 (curva blanca). B. Inducción de los distintos marcadores en células y  
relativa a la de los controles  según fórmula de Material y métodos. n=3;  *p<0,05.  
 
IV.2.2.3 Proliferación. 
 En el caso de los humanos, se hizo una revisión en la familia 1 (tabla III.1) de la 
respuesta proliferativa del paciente deficiente de CD3 y de sus familiares portadores de 
la mutación (padres y hermanos), en los análisis realizados anualmente en su hospital de 
referencia (Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid) durante los últimos 20 años. 
En la tabla IV.1 se muestra el porcentaje de proliferación medio (con respecto a 
controles normales) en respuesta a distintos estímulos activadores. Los datos se 
muestran separados en edad adulta e infantil ya que se ha comprobado que, en caso de 
déficit de proliferación, este es más acusado en niños que en adultos. Este es el caso en 
los individuos +/ y  analizados, en los que se observa un defecto en la proliferación 
inducida con diversos estímulos, pero con una mejoría con los años (por ejemplo, en 
respuesta a anti-CD3). 
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Tabla IV.1. Proliferación de linfocitos en la haploinsuficiencia y deficiencia de CD3 
en humanos. Se muestra el porcentaje de proliferación medio con respecto a los 
controles del día de distintos individuos  y , utilizando distintos estímulos y 
combinaciones de éstos. n.a: no analizado. 
ESTÍMULO 
  
infantil adulto infantil adulto 
CD3 45.9 80.0 32.2 100 
IL-2 73.8 85.0 71.4 99.5 
ConA 72.2 45.1 --- 11.2 
PHA 85.2 85.9 20.2 68.7 
PMA + Ion 96.4 100 84.2 100 
PMA + CD69 78.8 82.2 24.9 84 
PMA + CD3 47.9 72.5 55 89 
PMA + CD2 96.3 93.5 84.7 90.1 
PMA + CD28 77.9 95.9 71.8 79.8 
PMA + CD26 70.1 100 36.3 72.3 
CD3 + IL-2 32.7 100 34.5 87.6 
CD3 + CD28 36.1 65.8 89.2 100 
PHA + IL2 64.9 75.2 36.2 100 
PHA + CD28 100 99.1 16.8 n.a 
PHA + PMA 76.2 93 42.9 96.1 
ConA+IL-2 35.2 45.4 26.9 56.3 
CD2 + IL-2 79.8 100 89.2 100 
PWM 81.9 100 83.6 100 
PWM + PMA 86.7 77.1 58.6 97.2 
Enterotoxina A 60.2 93.3 82.7 100 
Enterotoxina C1 40.4 75.4 71.8 100 
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 Adicionalmente, se realizaron experimentos de proliferación en PBL ó en células 
transformadas con el virus HTLV-1 de los tres genotipos de CD3, estimuladas con 
anticuerpo anti-CD3 ó PMA (Fig. IV.18A). Los resultados muestran que las células / 
proliferan menos que las /+ en respuesta a anti-CD3, lo que contrasta con lo observado 
al estimular con PMA, en los que no hay diferencias significativas entre las células 
suficientes, haploinsuficientes o deficientes de CD3. 
 
 En el caso de los ratones, los resultados obtenidos son similares ya que en 
respuesta a la estimulación con anticuerpo anti-CD3 (2C11), tanto las células / como  
δ/ proliferan significativamente menos que los controles (Fig. IV.18B). Estas 
diferencias no se observan usando PMA más ionomicina como estímulo. 
 
 Para profundizar en este aspecto, se prepararon cultivos con un número fijo de 
células de bazo de ratón que fueron activadas con ConA e IL-2 (Fig. IV.18C). Tras seis 
días de cultivo, se cuantificó el número de células post-estimulación. Esta aproximación 
permitió distinguir además, por citometría de flujo, el tipo celular que prolifera en cada 
caso. Así, se pudo corroborar el defecto significativo en proliferación de las células /, 
en particular de las células CD4

. 
 
IV.2.2.4 Modulación del TCR inducida por PMA 
  
La estimulación de los linfocitos T con ésteres de forbol (activadores de la PKC, 
como el PMA) altera los niveles de expresión del TCR, incrementando su 
internalización sin la concomitante degradación (Boyer et al., 1991), siendo esta 
internalización estrictamente dependiente de la región intracelular de CD3 (Dietrich et 
al., 1997). En este contexto, se pretendió analizar el efecto del PMA sobre los linfocitos 
T . Para ello, se emplearon células humanas de los tres genotipos de CD3 
transformadas con HVS (Fig. IV.19). Tras el tratamiento estándar con PMA (20 ng 
durante 30 minutos), se observó que las células haploinsuficientes eran capaces de 
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internalizar su TCR de manera comparable a las células suficientes. Las células 
deficientes, como ya había sido descrito con anterioridad (Dietrich et al., 1994; 
Wegener et al., 1995), tienen afectada esta función ya que la modulación del complejo 
es completamente dependiente de la presencia de la región intracelular de CD3, que es 
donde se encuentran los motivos di-leucina responsables de esta función. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. IV.18. Proliferación de linfocitos T en la haploinsuficiencia de CD3 y 
CD3. A. Índice de proliferación (medida por incorporación de timidina tritiada) de 
células humanas  y   (con respecto a controles  ) estimuladas con anticuerpo 
anti-CD3 (OKT3), PMA+Ionomicina, o IL-2. PBL (panel superior); células 
transformadas con HTLV-1 (panel inferior). B. Índice de proliferación de células 
esplénicas de ratones ,,  estimuladas con anti-CD3 (2C11) o con PMA+ 
Ionomicina. C. Proliferación de células esplénicas de ratón en respuesta a ConA+IL-2 
medida como número de veces que aumenta el número celular en un cultivo durante 6 
días. Se mide proliferación en células totales, CD4

 y CD8

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 Fig. IV.19. Modulación del TCR inducida por PMA en células HVS 
haploinsuficientes o deficientes de CD3. Expresión de CD3 en la superficie de células 
HVS ,  y , tratadas o no con PMA.  
 
 En el caso de los ratones, para analizar la modulación del TCR inducida por 
PMA se procedió a realizar una cinética de cuatro horas con un punto de análisis cada 
hora (Fig. IV.20), observándose que si bien al cabo de la primera hora las células  (o 
) apenas modulan el receptor en comparación con las células /+, es cuestión de 
tiempo que alcancen valores de modulación normales. Así, a las cuatro horas ya 
modulan el TCR en superficie como las células suficientes. Como en los humanos, las 
células de ratón deficientes de CD3 son incapaces de modular el receptor tras el 
tratamiento con PMA.  
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. IV.20. Modulación del TCR inducida por PMA en la haploinsuficiencia 
de CD3 y CD3 en ratones. Expresión del TCR (MFI relativa a la de células no 
tratadas) medida con un anticuerpo anti-TCR  a distintos intervalos de tiempo tras el 
estímulo con PMA. 
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IV.2.2.5 Modulación del TCR inducida con anticuerpo anti-CD3 
 
La estimulación de los linfocitos T con anticuerpos dirigidos contra el TCR 
(anti-TCR o anti-CD3) reduce el número de receptores en la superficie celular (Luton 
et al, 1997; Lauritsen et al., 1998) y constituye una aproximación más parecida a la 
situación fisiológica que la obtenida con los ésteres de forbol.  
En el caso de los humanos, este tipo de modulación se analizó en células 
primarias (PBL) y se observó que los linfocitos T  internalizan el TCR en respuesta a 
anti-CD3 de forma comparable a las células T + (Fig. IV.21). 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. IV.21. Modulación del TCR inducida con anticuerpo anti-CD3 en PBL 
humanas haploinsuficientes para CD3. Expresión de CD3 en células CD4  y  
estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (UCHT-1) durante 16h (curva blanca). En gris se 
representa la tinción antes del estímulo. 
 
En el caso de los ratones, las células haploinsuficientes para CD3 (o CD3) son 
capaces de modular el TCR en respuesta a anti-CD3 de forma similar a como lo hacen 
las células suficientes, tanto las del linaje CD8
+
 como las CD4
+
, aunque estas últimas 
con menor eficacia (Fig. IV.22). En cambio las células deficientes, como ya se había 
descrito anteriormente (Haks et al., 2001), apenas modulan el TCR de superficie en 
respuesta al tratamiento con anticuerpo anti-CD3. 
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Fig. IV.22. Modulación del TCR inducida con anticuerpo anti-CD3 en ratones 
haploinsuficientes para CD3 y CD3. A. Expresión de TCR dentro de las 
poblaciones CD4
+
 y CD8
+ 
esplénicas, antes (línea oscura) o 16 horas después de la 
estimulación con anticuerpo anti-CD3 (2C11). B. Expresión de TCR en células 
esplénicas cultivadas 16h en presencia de anticuerpo anti-CD3 (MFI relativa a células 
no tratadas). 
 
IV.2.2.6  Producción de citocinas 
Una de las funciones más importantes de los linfocitos T es la de sintetizar y 
secretar diversas citocinas con las que dirigir y coordinar la respuesta inmunitaria 
celular y humoral (Paul y Seder, 1994). Por ello, analizamos  la capacidad de síntesis de 
citocinas de las células T  tras la estimulación vía TCR, usando citometría de flujo 
intracelular (Fig. IV.23A). 
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 Así, tal y como se muestra en la Figura IV.23B, la inducción de citocinas de tipo 
Th1, Th2 y Th17 está claramente afectada en las células provenientes de ratones   
con respecto a la observada en las células de animales /+ o .  
 Fig. IV.23. Inducción de citocinas en la haploinsuficiencia de CD3 y CD3 
en ratones. A. Histogramas representativos de cómo se han seleccionado las células 
positivas para cada una de las citocinas tras la estimulación con anti-cuerpo anti-CD3. 
Basal: IL-2 en células no estimuladas. B. Inducción de citocinas (ver Material y 
métodos) en células esplénicas estimuladas con anticuerpo anti-CD3 durante 48h.  
   
 En el caso de los humanos, las limitaciones en la disponibilidad de células y 
reactivos permitió sólo el análisis de las citocinas IL-2 y TNF- (Fig. IV.24), 
observándose un déficit marcado (alrededor del 50%) en la inducción de IL-2, pero no 
en la de TNF-, en las células   con respecto a las células +.   
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Fig. IV.24. Inducción de citocinas en la haploinsuficiencia y deficiencia de 
CD3 en humanos. Inducción de citocinas en PBL +/ y   respecto a células control 
+, tras la estimulación con anticuerpo anti-CD3. 
 
IV.2.2.7 Flujo de calcio 
  
Uno de los eventos más tempranos que tienen lugar en la célula T tras su 
activación vía TCR es la liberación de Ca
2
 desde el retículo endoplásmico hacia el 
citoplasma, donde actúa posteriormente como segundo mensajero fundamental en el 
proceso global de activación (Imdoben y Stobo, 1985). Tal y como se muestra en la 
Figura IV.25, tras la estimulación con anticuerpo anti-CD3, las células HVS   
exhiben niveles intermedios de flujo de calcio en comparación con las células  y  
, lo que indica que tanto la deficiencia como la haploinsuficiencia de CD3 resulta en 
un déficit en este evento temprano de señalización. 
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 Fig. IV.25. Movilización de Ca
2+
 en la haploinsuficiencia y deficiencia de 
CD3 en humanos. Ensayo realizado en células HVS estimuladas con anticuerpo anti-
CD3 (UCHT-1) (ver Material y métodos). 
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Entre las sub-unidades CD3 que componen los receptores de antígeno de los 
linfocitos T (TCR), CD3 y CD3 son las que exhiben el mayor grado de homología. 
Los genes que codifican estas cadenas en mamíferos provienen de un gen ancestral de 
aves y anfibios, estando aún por determinar si CD3 y CD3 desempeñan funciones 
específicas o redundantes, o ambas, como componentes del TCR. 
  
 El impacto de la deficiencia de CD3 y CD3 ha sido ampliamente estudiado 
tanto en humanos como en modelos de ratones deficientes. En contraste, en una y otra 
especie, es poco lo que se conoce sobre los efectos de la haploinsuficiencia de CD3 en 
la expresión funcional del TCR. 
 
 En el presente trabajo, la caracterización de los individuos portadores de 
mutaciones nulas en CD3 en heterocigosis (haploinsuficientes), tanto humanos como 
ratones manipulados genéticamente, ha revelado un fenotipo claramente diferente al de 
los individuos sin mutación. En el caso de los humanos hay que resaltar que, en lo que a 
clínica se refiere, no se ha observado ninguna anomalía aparte de una mayor incidencia 
de infecciones de repetición en la infancia. El cuadro clínico bastante difuso y de 
etiología dispar hace que se consideren de manera general como individuos sanos. Este 
hecho es lo esperado teniendo en cuenta la genética que subyace a la mutación, cuya 
herencia es autosómica recesiva y por lo tanto la presencia de un alelo mutado no 
supone padecer la enfermedad. Sin embargo, y como se desprende de los resultados de 
este trabajo, los individuos haploinsuficientes para CD3 exhiben rasgos característicos 
que hacen que se encuentren, en ciertos aspectos fenotípicos y funcionales, en una 
situación intermedia entre los individuos suficientes y los deficientes. 
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V.1 IMPACTO DE LA HAPLOINSUFICIENCIA DE CD3EN LA EXPRESIÓN 
DEL TCR 
 
           En los humanos haploinsuficientes para CD3, se produce una reducción del 
orden del 40% en la expresión intracelular de esta cadena en los linfocitos T, 
determinada por citometría de flujo empleando anticuerpos específicos. Utilizando 
marcaje metabólico e inmunoprecipitación, Thomassen y colaboradores (2006) 
observaron que en individuos heterocigotos para una mutación nula en CD3 (familiares 
de un paciente deficiente) se produce una reducción en los niveles de expresión de esta 
cadena (aunque no lo cuantifican), en comparación con un familiar no portador de la 
mutación.    
 
           En relación a los individuos haploinsuficientes para CD3, aunque no fue posible 
evaluar por citometría de flujo la expresión intracelular de esta cadena,  el estudio de los 
familiares de dos nuevos pacientes con una deficiencia parcial de CD3D (leaky; Gil et 
al., 2011), mostró una disminución de alrededor del 30% en la expresión intracelular de 
CD3 (Muñoz-Ruiz et al., 2013).  
 
           En el caso de los ratones, la haploinsuficiencia de CD3 resulta en una reducción 
en la expresión de este gen (cuantificada por citometría intracelular) similar a la 
observada en humanos. Recientemente, estos resultados han sido corroborados a nivel 
de ARN mensajero y proteína, tanto en los ratones haploinsuficientes para CD3 como 
para aquellos con haploinsuficiencia de CD3(Muñoz-Ruiz et al., datos no publicados). 
Por tanto, la expresión de solo un alelo de CD3 o CD3 compromete la expresión de 
estas proteínas en los linfocitos T.  
  
El decremento en la expresión génica de CD3G o CD3D observado en la 
situación de haploinsuficiencia tiene efectos de distinta magnitud, en humanos y 
ratones, en la expresión del TCR en la superficie de los linfocitos T y T. Así, la 
haploinsuficiencia de CD3 en humanos resulta en una reducción de 20-25% en la 
expresión del TCR y de alrededor de 40% en la del TCR, en comparación con 
individuos suficientes; mientras que la expresión del TCR en ambos linajes de células T 
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está mucho menos afectada en la haploinsuficiencia de CD3. Una tendencia similar se 
observa en el caso de los ratones haploinsuficientes. Por tanto, en humanos y ratones, la 
haploinsuficiencia de CD3 parece tener mayor impacto que la de CD3 en la expresión 
del TCR en la superficie celular.  
El impacto de la haploinsuficiencia de CD3 en la expresión en superficie del 
TCR es incluso mayor en células transformadas, en comparación con células 
primarias. Esto puede ser debido al hecho de que la inmortalización con HVS o HTLV-I 
genera un repertorio oligoclonal con menor representación de la variabilidad que se 
encuentra de manera natural en PBL (Mittrücker et al., 1993). Aún así, los estudios de 
barrido epitópico en las células haploinsuficientes para CD3 pueden ser de interés, ya 
que nos pueden ayudar a identificar aquellos anticuerpos más adecuados para realizar 
los estudios en los familiares de pacientes deficientes, con el fin de identificar 
individuos haploinsuficientes.                                                                                  
Los mecanismos subyacentes a la disminución de la expresión en superficie del 
TCR en la haploinsuficiencia de CD3 (o CD3) se desconocen. Tratándose de un 
receptor multimérico, se podría especular que la disminución en la abundancia de una 
de uno de los componentes, por ejemplo CD3, pudiese afectar las propiedades globales 
del receptor (“propiedades emergentes”) debido a cambios en los otros componentes 
(Arnaud et al., 1997). De hecho, en las células Tδ de ratón, donde CD3 está presente 
por partida doble en el receptor, la activación vía TCR se asocia a una glicosilación 
diferencial de CD3 (Hayes y Love, 2006). En linfocitos Thumanos, el patrón de 
glicosilación de la cadena CD3 es diferente cuando CD3 está ausente por completo 
(Pérez-Aciego et al, 1991; Zapata et al. 1999). Una glicosilación anormal de CD3 se ha 
observado también en ratones deficientes de CD3/CD3 que expresan un transgén 
humano de CD3 (Fernández-Malavé et al., 2006), y en ratones haploinsuficientes para 
CD3, y de forma más marcada, en ratones haploinsuficientes dobles para CD3 y 
CD3 (Muñoz-Ruiz et al., datos no publicados). De este modo, la abundancia relativa 
de CD3 podría regular la exposición de las otras cadenas del TCR (en particular la de 
la altamente homóloga CD3) a la maquinaria intracelular de glicosilación, lo que a su 
vez generaría versiones de CD3 con tendencia a ser degradadas (Maecker y Levy, 
1988), o que se podrían ensamblar en un TCR que, aunque se pueda expresar en la 
membrana, sería estructuralmente menos estable debido a las alteraciones en la 
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interacción entre sus cadenas constituyentes. De hecho, en los casos arriba mencionados 
donde se observa una glicosilación aberrante de CD3, esta fue acompañada de una 
asociación más lábil de CD3 al TCR de superficie. Por otra parte, en células T 
humanas haploinsuficientes para CD3, tanto CD3 como CD3 están más débilmente 
asociadas al complejo TCR de superficie en comparación con las células suficientes 
(Crespo-Guardo, Tesis Doctoral; 2009).    
Cualquiera que sea el mecanismo responsable del impacto de la 
haploinsuficiencia de CD3 en la expresión del TCR en la superficie celular, éste parece 
depender, directa o indirectamente, de los niveles de expresión génica de CD3G,  ya que 
la introducción (con un vector retroviral) de un cDNA de CD3 en células HVS 
haploinsuficientes (o deficientes) restituye la expresión del TCR en superficie casi a 
niveles normales (Crespo-Guardo, Tesis Doctoral; 2009). 
 El impacto de la haploinsuficiencia de CD3 en la expresión del TCR parece 
depender del tipo de TCR,  o , y de la especie analizada, humanos versus ratones. 
Los TCR, tanto humanos como múridos, se ensamblan formando complejos 
octaméricos a partir de cuatro bloques diméricos: TCR (o TCR), CD3, CD3 y 
.  La unión de éstos depende de forma crítica de aminoácidos ionizables situados en la 
región transmembrana de cada dímero (Wucherpfennig et al., 2010). Por otra parte, los 
ectodominios de CD3 y CD3 contribuyen de manera adicional a la estabilidad del 
complejo. Las interacciones entre las cadenas del receptor son distintas en función de la 
especie. Así, por ejemplo, el TCR de ratón no incorpora dímeros CD3, y en su 
lugar presenta dos dímeros CD3. En contraste, el TCR humano sí incorpora ambos 
dímeros, CD3 y CD3 (Siegers et al. 2007).  
 
 La proteína CD3 de los mamíferos tiene en su ectodominio una porción 
plegada que encaja en un bucle asimétrico de la sub-unidad TCR. Esta interacción es 
indispensable para el óptimo ensamblaje del TCR y su posterior expresión. Dado que 
CD3 no posee esta región, no es capaz de reemplazar de forma efectiva a CD3 debido 
a un impedimento parcial de tipo estérico. Lo anterior tiene consecuencias en la función 
del receptor (Kim et al., 2010), que se ponen de manifiesto, por ejemplo, en la 
deficiencia absoluta de CD3. Tal peculiaridad probablemente conduce a la asimetría 
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estructural (presencia de dímeros CD3 y CD3) que comparten el TCR humano y 
el de ratón. Por el contrario, la cadena TCR carece del bucle asimétrico de su 
homólogo TCR, lo cual la hace menos restrictiva en lo que se refiere a la interacción 
con dímeros CD3. Esto resulta especialmente relevante a la hora de incorporar dímeros 
CD3 en el complejo TCR, lo que podría explicar la estequiometría dispar de este 
receptor en humanos y ratones. 
 
 El presente trabajo sugiere la existencia de limitaciones estructurales distintas 
para el ensamblaje y estabilización del TCR versus el TCR, tal y como lo revela el 
impacto diferencial en la expresión del receptor en la superficie celular cuando son 
confrontados, en una situación de haploinsuficiencia, a una menor cantidad de CD3 o 
de CD3. 
 
Para explicar este impacto diferencial, proponemos un modelo simplificado de 
ensamblaje (Fig. V.1; Muñoz-Ruiz et al., 2013) que combina de manera sistemática los 
hallazgos descritos en la literatura con los datos obtenidos de nuestro estudio de las 
haploinsuficiencias de CD3. Según este modelo, en un primer paso de ensamblaje se 
uniría el dímero CD3 al dímero TCR ( o ), y en un segundo paso se incorporaría 
el dímero CD3. Este dímero a su vez se uniría con mucha más afinidad (flecha gruesa 
en la figura) que CD3 a la cadena TCR, gracias al bucle asimétrico del que 
hablábamos con anterioridad (en negro sobre TCR en la figura) y que encaja 
preferencialmente con CD3. En el caso del ensamblaje del TCR, al carecer la 
cadena TCR de la porción de anclaje preferencial a CD3, la incorporación de este 
dímero estaría menos favorecida (flecha punteada) que en el caso del TCR. Puesto 
que los dímeros CD3 tienen una afinidad similar por TCR y TCR (paso 1; flecha 
fina), en caso de una expresión reducida de CD3 (como en la haploinsuficiencia) se 
daría un impacto similar en ambos tipos de TCR. Por el contrario, cuando CD3 es 
limitante por haploinsuficiencia, la ausencia de la estructura de unión con CD3 en 
TCR favorecería la incorporación de los dímeros CD3 más abundantes a los 
complejos TCR nacientes (paso 2), generándose en última instancia receptores 
TCR carentes de la estabilidad necesaria para una óptima expresión en la superficie 
celular. Además, es necesario resaltar que la cadena TCR humana (pero no TCR) 
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puede reclutar de forma estable no sólo CD3 sino también CD3 (Alibaud, 2001) 
durante el paso 1, lo cual podría reducir aún más la disponibilidad de dímeros CD3 
para el paso 2 cuando CD3γ es limitante. 
 
Se requieren más estudios para demostrar una relación directa entre la 
disponibilidad de CD3 o CD3 y el ensamblaje y posterior expresión en superficie del 
TCR. Sin embargo, la escasez de individuos haploinsuficientes puede dificultar estos 
estudios en seres humanos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. V.1. Modelo de ensamblaje secuencial del TCR humano (Muñoz-Ruiz et al. 
2013). 
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V. 2 IMPACTO DE LA HAPLOINSUFICIENCIA DE CD3 EN LA FUNCIÓN 
DEL TCR 
 
 
El análisis pormenorizado de los resultados de esta Tesis nos permite afirmar 
que la haploinsuficiencia de CD3 debe tener algún efecto sobre el desarrollo en el timo 
de las células T.  
Para entender tales efectos, hay que recordar las diferencias en la composición 
de los TCR de humanos y ratones, y el papel del TCR durante el desarrollo en el timo, 
tal y como lo ha revelado el análisis de las deficiencias de CD3 en ambas especies (Fig. 
V2). Así, la falta de la cadena CD3 da lugar al bloqueo completo del desarrollo de los 
linfocitos T tanto en humanos como en ratones, aunque en distintos estadios de 
desarrollo (Dave et al., 1997; Dadi et al., 1993). En humanos pero no en ratones (Berger 
et al., 1997), CD3 resulta esencial para la expresión funcional del pre-TCR y la 
consecuente transición DN-DP durante el desarrollo T temprano. Curiosamente, la 
situación se invierte en el caso de la deficiencia de CD3, la cual afecta la expresión 
funcional del pre-TCR en el ratón (Haks et al., 1998) pero no en los humanos (Soudais 
et al., 1993).   
 
En el ratón la deficiencia completa de las distintas cadenas CD3 ha demostrado 
que el desarrollo de las células T se ve alterado en todas las situaciones, aunque en 
diversos puntos de control y en diferente grado. Todas las proteínas CD3, excepto 
CD3, son necesarias para la selección  mediada por el pre-TCR. Cabe destacar que 
estas diferencias también se encuentran en el desarrollo del linaje T, donde la 
deficiencia de CD3 (que no forma parte del TCR del ratón pero sí del receptor 
humano) tiene efectos muy distintos en humanos y ratones. Este hecho hace que en 
células humanas, pero no en ratón, en ausencia de CD3 no se generen timocitos DP ni 
células T. Por el contrario, los ratones pero no los humanos que carecen de CD3 
tienen muy pocas células T y T periféricas.  
 
Del presente trabajo se desprende que no sólo la deficiencia absoluta de las 
cadenas CD3 afecta al desarrollo de los linfocitos T, sino que también la limitación en la 
disponibilidad de las mismas, causada por su haploinsuficiencia, afecta en mayor o 
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menor medida la selección y maduración en el timo. En este sentido, es de particular 
interés la alteración en la proporción de linfocitos T CD4
+
 y CD8
+
 en los individuos 
haploinsuficientes para CD3, que además se manifiesta de forma distinta en humanos y 
ratones. En una situación normal, la frecuencia de linfocitos T CD4

 duplica a la de T 
CD8
+ 
(Thibault et al. 1995). Sin embargo, en los humanos haploinsuficientes, una 
disminución en la frecuencia de células T CD8
+ 
resulta en un aumento de la proporción 
CD4
+
/CD8
+
, mientras que en los ratones haploinsuficientes esta proporción disminuye a 
expensas de un aumento en la frecuencia de células T CD8
+
. Los mecanismos 
implicados en este impacto diferencial de la haploinsuficiencia de CD3 en el desarrollo 
de las células T CD4
+ 
versus CD8
+
, aunque se desconocen, podrían estar relacionados 
con un requerimiento diferencial de expresión/señalización del TCR para la selección 
positiva y/o compromiso de linaje de las células T CD4
+ 
y CD8
+
 en el timo (Egawa, 
2015), requerimiento que sería distinto en humanos y ratones.  
 
Fig. V.2. Impacto de las deficiencias de CD3 en el desarrollo de las células T 
en humanos y ratones. El impacto se representa como completo (línea continua) o 
parcial (línea discontinua). DN= Doble Negativo,  DP= Doble Positivo, SP= simple 
positivo, refiriéndose a los distintos estadios de desarrollo de los linfocitos T. Adaptado 
de Recio et al., 2007. 
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En lo relativo al impacto de la haploinsuficiencia de CD3 en la activación vía 
TCR de los linfocitos T maduros, se estudiaron distintos eventos de activación en 
células T humanas haploinsuficientes para CD3, o en células T provenientes de 
ratones haploinsuficientes para CD3 o CD3. 
 
Inducción de moléculas de activación temprana: 
 
La inducción de moléculas de activación, como CD69,  se ha empleado para 
medir la activación temprana vía TCR, siendo un parámetro bastante sensible a los 
cambios en la densidad del receptor en la superficie celular (Testi et al., 1989ª, 1989
b
). 
En nuestro caso, la inducción de CD69 tras la activación con anticuerpo anti-CD3 se ve 
moderadamente afectada tanto en humanos como en ratones haploinsuficientes para 
CD3, aunque en estos últimos, el defecto se corrige al usar altas concentraciones del 
anticuerpo estimulador. Esto indicaría que la alteración en la inducción de CD69 está 
asociada al descenso en la expresión del TCR en la superficie celular. En apoyo de este 
argumento, cuando las células T haploinsuficientes son tratadas con PMA, un estímulo 
independiente del TCR de superficie, la inducción de CD69 en los individuos 
haploinsuficientes, humanos o ratones, es comparable a la de los controles suficientes. 
 
Proliferación celular: 
 
El estudio retrospectivo de proliferación celular en la familia española con las 
mutaciones en CD3G resultó muy interesante, ya que permitió evaluar cómo esta 
función puede ser afectada por la haploinsuficiencia en comparación con la deficiencia 
absoluta, y su evolución con la edad. Este análisis de la familia en cuestión, puso de 
manifiesto una afectación en los hermanos portadores (haploinsuficientes) similar al del 
individuo deficiente: proliferación disminuida a estímulos TCR-dependientes puros 
(anti-CD3) pero normal a estímulos TCR-independientes (PMA + Ionomicina). Estos 
resultados fueron confirmados en células transformadas con HTLV-I.  La evolución de 
la afectación con la edad también mostró un patrón similar, ya que los portadores de la 
mutación tenían defectos de proliferación cuando eran niños, que se corrigieron cuando 
superaron la infancia, del mismo modo que le ocurrió al hermano deficiente 
superviviente. El defecto en la proliferación inducida vía TCR también se observó en 
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los ratones haploinsuficientes para CD3, confirmándose así el impacto de la 
haploinsuficiencia de esta cadena sobre un parámetro de gran relevancia clínica. 
 
Modulación del complejo en la superficie celular: 
 
 La modulación del TCR de la superficie celular inducida por ésteres de forbol 
(por ejemplo, PMA) es unívocamente dependiente de la presencia de CD3, en cuyo 
tallo intracelular se encuentran los motivos di-leucina responsables de esta función 
(Dietrich et al., 1994; Wegener et al., 1995). La internalización mediada por ésteres de 
forbol no deja de ser un artificio, pero nos permite evaluar indirectamente la 
internalización dependiente de la quinasa PKC (von Essen et al., 2006). En nuestro 
caso, vimos como a un tiempo estándar después del tratamiento con PMA, las células T 
haploinsuficientes para CD3 (tanto humanas como de ratón) se comportan como los 
controles suficientes en cuanto a la modulación del TCR. Esto era en cierta forma lo 
esperado, puesto que aunque el receptor se exprese en menor cantidad en la superficie 
de las células haploinsuficientes, este sigue teniendo cadenas CD3 con capacidad de 
mediar la internalización PKC-dependiente. Debe señalarse, sin embargo, que esta 
modulación del receptor se produce con retraso en las células haploinsuficientes 
múridas, sugiriendo que el número de cadenas CD3 (asociadas al TCR de superficie) 
está implicado en la regulación temporal de la modulación del receptor inducida con 
PMA. 
 La modulación del TCR inducida por anticuerpos monoclonales anti-CD3, un 
estímulo TCR-dependiente, no está afectada por la haploinsuficiencia de CD3, ni en 
humanos ni en ratones. En estos últimos, la haploinsuficiencia de CD3 tampoco parece 
interferir con este tipo de modulación del receptor. Este fenómeno no tiene, al igual que 
ocurría con los ésteres de forbol, un valor fisiológico real puesto que, in vivo, 
difícilmente la célula T se encontrará con anticuerpos anti-CD3 circulantes (salvo en 
determinadas circunstancias de intervención terapéutica; Ströhlein MA et al., 2009). En 
su conjunto, los datos obtenidos indican que pese a estar limitada la disponibilidad de 
CD3 en los individuos haploinsuficientes, una vez que es expresado el receptor en la 
superficie, este conserva la capacidad de internalizarse tras la interacción con ligando.  
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Producción de citocinas: 
 
Se han descrito varios casos de inmunodeficiencias con números normales de 
linfocitos T, pero con defectos en la activación que afectan la producción de citocinas 
(Disanto et al., 1990; Chatila et al., 1990; Weinberg et al., 1990; Castigli et al., 1993). 
Sin embargo, el defecto subyacente en la mayoría de los casos aún se desconoce. 
 
La expresión de la mayoría de las citocinas está estrictamente regulada. En 
general, no se detecta una producción constitutiva significativa de estas moléculas, 
siendo necesaria la activación celular  para que se produzcan en cantidades suficientes 
para ejercer sus efectos biológicos. Son moléculas que poseen una vida media muy corta 
y actúan a muy bajas concentraciones, del orden de picogramos, mediante la unión a 
receptores de alta afinidad presentes en la superficie de la propia célula productora o en 
otras estirpes celulares (Moser y Willimann, 2004).  
 
 La síntesis y liberación de citocinas es un evento relativamente tardío,  pues se 
produce 24-48 horas tras la activación de la célula. El patrón de producción de estas 
proteínas depende del linaje en cuestión, del tipo de estímulo, y de otras circunstancias 
del entorno (por ejemplo, la abundancia de hormonas, patología, etc.). En este trabajo, 
hemos analizado el impacto de la haploinsuficiencia de CD3 en la inducción vía TCR de 
la síntesis de citocinas Th1, Th2 y Th17 en ratones, y Th1 en humanos. En las dos 
especies, las células T haploinsuficientes para CD3 muestran una tendencia a producir 
una menor cantidad de citocinas que los controles suficientes, tras la estimulación con 
anticuerpo anti-CD3. En los ratones, la haploinsuficiencia de CD3 afecta en menor 
magnitud la producción de citocinas post-activación en comparación con la 
haploinsuficiencia de CD3. En particular, la inducción de IL-2 vía TCR se encuentra 
disminuida de forma marcada en las células haploinsuficientes de ratones y humanos. 
De hecho, en las últimas la disminución es comparable a la observada en las células 
deficientes. Este efecto de la haploinsuficiencia de CD3 en la síntesis de IL-2 puede 
estar relacionado con el defecto en la proliferación de los linfocitos T 
haploinsuficientes, ya que la IL-2 es un mediador crítico de la proliferación de las 
células del linaje T. Sin embargo, la expresión génica de CD3 no parece afectar de 
forma genérica a la inducción de citocinas Th1, por lo menos en humanos, ya que la 
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inducción de TNF- está prácticamente preservada tanto en las células 
haploinsuficientes como en las deficientes de CD3. 
 
Flujo de calcio intracelular: 
 
El flujo de Ca
2+
 se activa como consecuencia de la estimulación vía TCR, y 
ocurre gracias a la liberación al citosol del Ca
2+ 
almacenado en el retículo 
endoplásmico. El incremento resultante de Ca
2+ 
en el citosol es imprescindible para la 
activación y proliferación de la célula T,  así como para la regulación de la expresión 
génica de citocinas (Feske, 2007). Un flujo de Ca
2+
 alterado se ha descrito previamente 
en algunas inmunodeficiencias primarias (Feske et al., 2001; Feske et al., 2005; leDeist 
et al., 1995). Otra prueba de la importancia de un flujo de Ca
2+ 
correcto en la inmunidad 
la encontramos en el papel que juegan ciertas mutaciones en los componentes de esta 
ruta, capaces de ocasionar clínica de inmunodeficiencia grave (Feske et al., 1996 y 
2006; Picard et al., 2009).   
Nuestro análisis de la inducción de flujo de Ca
2+
 vía TCR demostró que no sólo 
está afectado en las células T humanas deficientes de CD3, sino también en las células 
haploinsuficientes, las cuales mostraron una inducción intermedia entre la de las células 
deficientes y suficientes. Curiosamente, estos resultados son concordantes con lo que 
ocurre en el déficit de ORAI1 (Feske et al., 2010), una proteína que participa del ciclo 
del flujo de calcio. En esta patología, que cursa con inmunodeficiencia grave, se da el 
caso de que los portadores heterocigotos de la mutación (sin clínica alguna y con 
números normales de linfocitos T) tienen un flujo de Ca
2+
 disminuido 
significativamente con respecto a los controles correspondientes.  
Características funcionales tan distintivas de los individuos haploinsuficientes, 
como ocurre con el flujo de Ca
2+
 en la haploinsuficiencia de ORAI1 o de CD3, podría 
ser una herramienta útil para identificar la existencia de individuos portadores o incluso 
para el mapeo de defectos génicos en otras enfermedades raras. 
En su conjunto, nuestro análisis del impacto de la haploinsuficiencia de CD3 (y 
de CD3 en algunos casos) en la función del TCR ha revelado alteraciones, algunas no 
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esperadas, que pueden tener relevancia en el desarrollo de patología. En este sentido, la 
supervivencia de los ratones haploinsuficientes para CD3 o CD3 está severamente 
comprometida tras la infección poli-microbiana generada por CLP (Cecal Ligation and 
Punction; Muñoz-Ruiz et al., manuscrito en preparación), un modelo fuertemente 
dependiente de la función de las células T. En cualquier caso, queda por determinar si 
las alteraciones en la función del TCR causadas por la haploinsuficiencia de CD3 se 
relacionan directamente con la disminución en la densidad del receptor en la superficie 
celular (Labrecque et al., 2001), o si derivan de cambios cualitativos en las cadenas 
CD3 (por ejemplo, glicosilación anormal), los cuales a su vez podrían afectar la 
estabilidad del complejo y su expresión en la superficie celular; comprometiendo en 
último término la capacidad de señalización del TCR y la función de las células T. 
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1. La haploinsuficiencia de CD3 en humanos y ratones, y no sólo su 
deficiencia, tiene un impacto en el desarrollo y función de los linfocitos T 
debido a sus efectos en la expresión y funcionalidad del TCR. 
2. La expresión en superficie del TCR y T, tanto en humanos como en 
ratones, es afectada en mayor grado por la haploinsuficiencia de CD3 que 
por la de CD3. 
3. En humanos, pero no en ratones, el impacto de la haploinsuficiencia de 
CD3 y CD3en la expresión del TCR depende del tipo de TCR. Este 
hecho sugiere la existencia de limitaciones estructurales diferentes para el 
ensamblaje, estabilización y expresión del TCR versus el TCR.  
4. La haploinsuficiencia de CD3, y en menor medida la de CD3, afecta el  
desarrollo en el timo de las células T CD4+ y CD8+, alterando la 
proporción CD4
+
/CD8
+
, pero con un impacto diferencial en humanos y 
ratones. Esto sugiere un requerimiento diferencial de expresión y/o 
señalización del TCR para la selección tímica de las células CD4
+ 
versus 
CD8
+
, que es aparentemente distinto en ratones y humanos. Los 
mecanismos subyacentes se desconocen. 
5. En los linfocitos Tmaduros, ni la modulación del TCR ni la activación 
temprana vía TCR son afectadas de forma crítica por la haploinsuficiencia 
de CD(en humanos y ratones) o de CD (en ratones). Sin embargo, 
eventos tardíos de activación, como la producción de IL-2 o la proliferación 
celular, se ven afectados por la haploinsuficiencia de CDen ambas 
especies. En ratones, la haploinsuficiencia de CD3 afecta la proliferación 
pero no la síntesis de IL-2. 
6. Las alteraciones en la función del TCR causadas por la 
haploinsuficiencia de CD3 podrían ser el resultado de la disminución de la 
expresión del receptor en la superficie celular, o alternativamente, de 
cambios cualitativos en las sub-unidades CD3 (por ejemplo, glicosilación 
anormal), los cuales a su vez podrían afectar la estabilidad, la expresión en 
superficie y la capacidad de señalización del receptor. Por otra parte, en un 
contexto clínico, la detección de los cambios en la expresión funcional del 
TCR asociados al estado de haploinsuficiencia podría ser de utilidad para la 
identificación de individuos portadores de mutaciones en CD3. 
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RESUMEN
En los últimos años se han publicado trabajos que modifican
nuestra percepción de la estructura y la función del complejo
TCR/CD3. Repasamos aquí su estequiometría, valencia, topolo-
gía y variabilidad conformacional, así como los cambios que sufre
tras encontrar a su antígeno y el papel específico de cada cade-
na CD3 en todo ello. El TCR/CD3 sorprende por su flexibilidad,
que sin embargo no impide su exquisita especificidad.  
PALABRAS CLAVE: TCR / Linfocito T / CD3 / Cambio con-
formacional / Glicosilación / Inmunodeficiencia.
ABSTRACT
In the last few years several publications have changed our per-
ception of the structure and function of the TCR/CD3 complex. We
review here its stoichiometry, valence, topology and conformatio-
nal variability, together with the conformational changes that take
place after ligand engagement, and the specific role of each CD3
chain in these features. Despite its surprising flexibility, the
TCR/CD3 complex endows T cells with an exquisite specificity.
KEY WORDS: TCR / T lymphocyte / CD3 / Conformational
change / Glycosylation / Immunodeficiency.
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El complejo TCR/CD3: 
especificidad con flexibilidad 
V. Pérez-Flores*, A.C. Guardo*, N.E. Rossi*, M.J. Recio, J. Reiné, J.R. Regueiro
Inmunología, Facultad de Medicina, Universidad Complutense, Madrid.
*Contribución equivalente.
TCR/CD3 COMPLEX: SPECIFICITY WITH FLEXIBILITY
INTRODUCCIÓN
El receptor clonotípico de las células T (TCR) es un
complejo formado por un heterodímero (αβ o γδ) responsable
del reconocimiento antigénico, a menudo en el contexto
de las moléculas de histocompatibilidad (MHC), y una
serie de cadenas invariantes de función y estequiometría
aún inciertas: CD3 (γ, δ y ε) y CD247 (ζ). El TCR es crucial
en dos momentos de la vida de los linfocitos T. Participa
primero en la selección positiva y negativa del repertorio
T durante la maduración tímica. Después, en la periferia,
es responsable del reconocimiento de antígenos, y desencadena
programas funcionales que expanden y diferencian a los
clones relevantes en cada caso. Las cadenas invariantes
tienen en ambos momentos un difícil papel: deben ser
capaces de acompañar primero hasta la membrana, y ayudar
después a señalizar con exquisita precisión, a heterodímeros
αβ o γδ diversos cuya estructura exacta es por tanto
impredecible en cada célula, algo que no sucede con ningún
otro receptor de membrana salvo el BCR. De hecho las
mutaciones missense que generan sitios ectópicos de
glicosilación alteran gravemente la función de otros receptores
más sencillos(1). Además, y de nuevo a diferencia de
otros receptores, el TCR debe ser capaz de distinguir su
escaso ligando entre miles de antígenos similares pero
irrelevantes, y ello a pesar de su pobre afinidad. Varios
artículos y revisiones recientes arrojan luz sobre aspectos
estructurales y funcionales de este interesante complejo,
algunos con importantes aplicaciones potenciales.
Inmunol 25/1  10/5/06  17:15  Página 50
 
Differential Biological Role of CD3 Chains Revealed by Human
Immunodeficiencies1
Marı´a J. Recio,2* Miguel Angel Moreno-Pelayo,2† Sara S. Kilic¸,2‡ Alberto C. Guardo,*
Ozden Sanal,§ Luis M. Allende,¶ Vero´nica Pe´rez-Flores,* Angeles Mencı´a,†
Silvia Modamio-Høybjør,† Elena Seoane, and Jose´ R. Regueiro3*
The biological role in vivo of the homologous CD3 and  invariant chains within the human TCR/CD3 complex is a matter of
debate, as murine models do not recapitulate human immunodeficiencies. We have characterized, in a Turkish family, two new
patients with complete CD3 deficiency and SCID symptoms and compared them with three CD3-deficient individuals belonging
to two families from Turkey and Spain. All tested patients shared similar immunological features such as a partial TCR/CD3
expression defect, mild  and  T lymphocytopenia, poor in vitro proliferative responses to Ags and mitogens at diagnosis, and
very low TCR rearrangement excision circles and CD45RA  T cells. However, intrafamilial and interfamilial clinical vari-
ability was observed in patients carrying the same CD3G mutations. Two reached the second or third decade in healthy conditions,
whereas the other three showed lethal SCID features with enteropathy early in life. In contrast, all reported human complete CD3
(or CD3) deficiencies are in infants with life-threatening SCID and very severe  and  T lymphocytopenia. Thus, the
peripheral T lymphocyte pool was comparatively well preserved in human CD3 deficiencies despite poor thymus output or
clinical outcome. We propose a CD3  CD3 hierarchy for the relative impact of their absence on the signaling for T cell
production in humans. The Journal of Immunology, 2007, 178: 2556–2564.
M ature  T cells detect peptides on MHC molecules byway of a variable cell surface heterodimer termed the TCR (1). Before reaching the membrane, variable
 TCR heterodimers associate in a preferential sequence with
three invariant dimers collectively called CD3 (CD3, CD3,
and ) (2). The stoichiometry of the full  TCR/CD3 complex
is most likely / (3). Once on the cell surface, CD3 pro-
teins translate ligand recognition by  TCR chains into intracel-
lular signals that drive T cell maturation or apoptosis in the thy-
mus, and T cell activation, proliferation, and effector function or
anergy/apoptosis in the periphery (4). During early T cell devel-
opment, some CD3 chains may act alone or assist immature TCR
ensembles, such as those containing pre-TCR chains. CD3 chains
lack intrinsic enzymatic activity for signal transduction. Rather,
they relay on phosphorylation-dependent recruitment and the ac-
tivation of a number of cytosolic and transmembrane protein ty-
rosine kinases and adaptors such as Zap-70, Fyn, Lck, TRIM,
LAT, SLP76, and SIT (5). The intracellular substrates of each CD3
chain may be different, together with their respective signaling
pathways (6).
The complete lack of any of the chains of the invariant dimers
causes in humans a group of rare T lymphocyte immunodeficien-
cies that, in the case of  and , partially resemble their murine
models, i.e., severe selective  T lymphocytopenia and absent 
TCR/CD3 surface expression, associated with SCID features and
early lethality before 3 years of age (for a review, see Ref. 7). In
contrast, CD3 deficiency was reported to allow in humans (8), but
not in mice (6, 9), the selection of substantial numbers of poly-
clonal peripheral T cells that express relatively high levels of func-
tional  TCR/CD3 complexes (10, 11), albeit with an abnormal
stoichiometry (/) and an impaired association to 
dimers (11, 12). Two healthy, unrelated individuals lacking CD3
have been reported to reach their second and third decade, respec-
tively, but the defect was lethal in a sibling with SCID symptoms
(13). It is not clear why complete human CD3 deficiencies are
clinically milder and phenotypically leakier for T lymphocyte
numbers than in the murine model or complete human CD3 or 
deficiencies, and further cases can help to settle the matter.
In this study we have characterized the clinical, immunological,
and genetic features of two new patients with complete CD3
deficiency, lethal SCID symptoms, and partial T lymphocytopenia
and compare them with three previously reported cases and with
other CD3 deficiencies. The results shed light on the relative role
of each CD3 chain in TCR/CD3 expression and function in
humans.
Materials and Methods
Case reports
A 7-mo-old boy (subject VI:1 of family 1; Fig. 1A), born in May 2004 to
distantly consanguineous parents, suffered chronic diarrhea and pulmonary
infections, recurrent otitis media, oral moniliasis, severe diaper dermatitis,
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 The    TCR is a multimeric complex consist-
ing of a clonotypic TCR   heterodimer, the 
CD3   and/or CD3   dimer, and the    dimer. 
Because    TCR signaling regulates the com-
mitment of double-negative (CD4    CD8    ) cells 
to the    T cell lineage and is required for their 
subsequent diff erentiation into mature    T cells, 
the development of    T cells depends on the ex-
pression of the    TCR. Indeed, neither CD3  - 
nor CD3  -defi cient mice have    T cells ( 1 – 3 ). 
Although the overall structure and function of 
the    TCRs in mice and humans are quite 
similar, ablation of the highly related CD3  and 
CD3  subunits has markedly diff erent eff ects 
in these two species. Hence,    T cell develop-
ment is severely impaired in CD3  -defi cient 
mice but not in their human counterparts ( 3, 4 ). 
Conversely, CD3  defi ciency results in a block 
in human, but not mouse,    T cell develop-
ment ( 5, 6 ). 
 In contrast to the    TCR, the    TCR has 
been studied extensively and its minimal stoichi-
ometry is proposed to be TCR   CD3  2    2 
in mice and humans ( 7, 8 ). Unlike the mouse 
   TCR, mouse    TCR does not incorporate 
CD3  even if this subunit is expressed intra-
cellularly ( 9, 10 ), explaining why    T cells 
develop normally in CD3  -defi cient mice ( 6 ). 
Interestingly, the composition of the mouse    
TCR complex changes in activated cells: a dif-
ferentially glycosylated form of CD3  becomes 
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 Diff erent composition of the human 
and the mouse    T cell receptor 
explains diff erent phenotypes of CD3  
and CD3  immunodefi ciencies 
 Gabrielle M. Siegers, 1 Mahima Swamy, 1 Edgar Fern á ndez-Malav é , 2,4 
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 The    T cell receptor for antigen (TCR) comprises the clonotypic TCR   , the CD3 (CD3   
and/or CD3   ), and the    dimers.    T cells do not develop in CD3  -defi cient mice, 
whereas human patients lacking CD3  have abundant peripheral blood    T cells express-
ing high    TCR levels. In an attempt to identify the molecular basis for these discordant 
phenotypes, we determined the stoichiometries of mouse and human    TCRs using blue 
native polyacrylamide gel electrophoresis and anti-TCR – specifi c antibodies. The    TCR 
isolated in digitonin from primary and cultured human    T cells includes CD3  , with a 
TCR   CD3  2    2 stoichiometry. In CD3  -defi cient patients, this may allow substitution of 
CD3  by the CD3  chain and thereby support    T cell development. In contrast, the 
mouse    TCR does not incorporate CD3  and has a TCR   CD3  2  2  2 stoichiometry. 
CD3  -defi cient mice exhibit a block in    T cell development. A human, but not a mouse, 
CD3  transgene rescues    T cell development in mice lacking both mouse CD3  and CD3  
chains. This suggests important structural and/or functional differences between human 
and mouse CD3  chains during    T cell development. Collectively, our results indicate that 
the different    T cell phenotypes between CD3  -defi cient humans and mice can be 
explained by differences in their    TCR composition. 
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http://www.biomedcentral.com/1471-2172/14/3RESEARCH ARTICLE Open AccessHuman CD3γ, but not CD3δ, haploinsufficiency
differentially impairs γδ versus αβ surface TCR
expression
Miguel Muñoz-Ruiz1,2†, Verónica Pérez-Flores1†, Beatriz Garcillán1,2, Alberto C Guardo1, Marina S Mazariegos1,2,
Hidetoshi Takada3, Luis M Allende4, Sara S Kilic5, Ozden Sanal6, Chaim M Roifman7, Eduardo López-Granados8,
María J Recio1,2, Eduardo Martínez-Naves1, Edgar Fernández-Malavé1,2 and José R Regueiro1,2*Abstract
Background: The T cell antigen receptors (TCR) of αβ and γδ T lymphocytes are believed to assemble in a similar
fashion in humans. Firstly, αβ or γδ TCR chains incorporate a CD3δε dimer, then a CD3γε dimer and finally a ζζ
homodimer, resulting in TCR complexes with the same CD3 dimer stoichiometry. Partial reduction in the expression
of the highly homologous CD3γ and CD3δ proteins would thus be expected to have a similar impact in the
assembly and surface expression of both TCR isotypes. To test this hypothesis, we compared the surface TCR
expression of primary αβ and γδ T cells from healthy donors carrying a single null or leaky mutation in CD3G (γ+/−)
or CD3D (δ+/−, δ+/leaky) with that of normal controls.
Results: Although the partial reduction in the intracellular availability of CD3γ or CD3δ proteins was comparable as
a consequence of the mutations, surface TCR expression measured with anti-CD3ε antibodies was significantly
more decreased in γδ than in αβ T lymphocytes in CD3γ+/− individuals, whereas CD3δ+/− and CD3δ+/leaky donors
showed a similar decrease of surface TCR in both T cell lineages. Therefore, surface γδ TCR expression was more
dependent on available CD3γ than surface αβ TCR expression.
Conclusions: The results support the existence of differential structural constraints in the two human TCR isotypes
regarding the incorporation of CD3γε and CD3δε dimers, as revealed by their discordant surface expression
behaviour when confronted with reduced amounts of CD3γ, but not of the homologous CD3δ chain. A modified
version of the prevailing TCR assembly model is proposed to accommodate these new data.
Keywords: T cells, CD3, HaploinsufficiencyBackground
The human T cell antigen receptors (TCR) of αβ and γδ
T lymphocytes are believed to assemble in a similar
fashion [1]. First, variable αβ or γδ heterodimers
bind to invariant CD3δε heterodimers, then to CD3γε
heterodimers and finally to CD247 (or TCRζ) homodimers,
resulting in surface TCR complexes with equal amounts of
the two different, albeit highly homologous, CD3
heterodimers. In contrast, mouse αβ and γδ TCR differ* Correspondence: regueiro@med.ucm.es
†Equal contributors
1Inmunología, Facultad de Medicina, Universidad Complutense, Madrid
28040, Spain
212 de Octubre Institute of Health Research, Madrid, Spain
Full list of author information is available at the end of the article
© 2013 Muñoz-Ruiz et al.; licensee BioMed Ce
Creative Commons Attribution License (http:/
distribution, and reproduction in any mediumdrastically in their stoichiometry, since the γδ TCR does
not incorporate any CD3δε dimers but, rather, two CD3γε
dimers [2]. This finding begs the question as to whether the
human variable αβ and γδ chains show identical affinity for
both CD3 heterodimers.
We reasoned that, if both the αβ and the γδ TCR
isotypes use identical amounts of CD3γε and CD3δε,
then decreased availability of CD3γ or CD3δ proteins, as
observed in heterozygous carriers of mutations in CD3
genes [3], would be expected to have a similar impact on
the assembly and surface expression of both αβ and γδ
TCR isotypes. To test this hypothesis, we compared
TCR surface levels of primary αβ and γδ T cells from
healthy haploinsufficient donors carrying null or leakyntral Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
/creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
, provided the original work is properly cited.
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